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Nous nous sommes intéressés à évaluer l'influence du changement climatique sur les patrons nets de 
réponse des plantes aux agents pathogènes. Dans ce travail, nous avons étudié les effets de 
l’augmentation de la température (20°, 25° et 28°C) sur  le phénotype précoces (symptômes de 
maladie) et sur la fitness en fin de cycle de différentes accessions et mutants de nodulation de la plante 
légumineuse modèle Medicago truncatula, inoculées par des souches d’agent pathogène racinaire 
Verticillium adaptées à des différentes températures. Le comportement des variétés de Luzerne 
cultivée (Medicago sativa) dans ces conditions a été également analysé. Le travail a été divisé en 3 
parties. La première partie nous a permis d’identifier parmi 12 souches de Verticillium spp., une 
souche froide (VA1) et une souche tempérée (V31.2), avec une température optimale de 20°C et 25°C 
respectivement pour la croissance, la sporulation et l'agressivité sur M. truncatula. Par contre, notre 
collection des souches ne renfermant pas de souches adaptées à des températures plus élevées. Nous 
avons obtenu par mutagénèse UV de la souche V31.2 une troisième souche (AS38) chaude qui est 
agressive à 28°C. Dans la deuxième partie nous avons observé les symptômes de maladie pour sept 
accessions naturelles de M. truncatula, inoculées par ces trois souches d’agent pathogène, à trois 
températures 20°, 25° et 28°C et en présence de la souche Sinorhizobium meliloti RCR2011. De 
faibles symptômes ont été relevés pour deux accessions A17 et DZA315.16 inoculées par VA1 à 
20°C. Nous avons observé une sensibilité maximale pour trois accessions (F83005.5, DZA315.16 et 
L321) inoculées par V31.2 à 25°C, et pour quatre accessions (F83005.5, DZA315.16, L321 et L198) 
inoculées par AS38 à 28°C. Les résultats des symptômes de maladie ont été confirmés par une 
quantification moléculaire de l’ADN fongique (qPCR) et par ré-isolement à partir des tissus aériens de 
la plante. L’effet de VA1 et V31.2 sur trois caractères de fitness (nombre et poids de gousse par plante, 
ainsi que biomasse aérienne) de M. truncatula a été étudié. L’effet de VA1 s’observe uniquement à 
20°C sur l'accession A17. Par contre, V31.2 a montré un impact sur les trois caractères de fitness qui 
diminuent chez les accessions sensibles, ainsi que sur le nombre de gousse pour l’accession résistante 
L198. Dans la troisième partie nous avons analysé de la même façon pour quatre mutants de 
nodulation dans le fond génétique A17. Les mutants ont montré un niveau de résistance à la souche 
VA1 plus élevé qu’A17, quelle que soit la température étudiée. Vis à vis de la souche V31.2, à 20°C 
les mutants skl et hcl ont montré le même taux de symptômes qu’A17 tandis que les mutants nfp et 
sunn ont de taux de symptômes supérieur à celui d'A17. Ces mutants ont tous une sensibilité plus 
élevé à 25°C. Les résultats des symptômes de maladie ont été confirmés par le test de ré-isolement. 
Pour ces mutants nous montrons pour la première fois, que seul le mutant sunn (hypernodulant) à la 
même productivité qu’A17, quelle que soit la condition (contrôle ou inoculées) et la souche (VA1 ou 
V31.2) étudiée ; alors que le mutant skl (hypernodulant également) a une productivité plus faible. Les 
deux autres mutants déficients dans la nodulation nfp et hcl ont montré une productivité plus faible 
qu’A17 quelle que soit la souche et la température étudiée. Enfin une bonne similitude a été trouvée 
 
 
entre la réponse phénotypique précoce (symptômes de maladie) de M. truncatula et de M. sativa 
inoculées par Verticillium spp. Dans cette thèse, on n’est pas trouvé la corrélation positive entre la 
capacité de la nodulation et la protection contre la maladie, mais la symbiose augmente la fitness pour 
certaines de ces plantes. Les résultats suggèrent aussi que l'augmentation de la température pourrait 
contribuer à faire apparaître une souche adaptée à 28°C (AS38) qui est plus agressive et plus virulente 
que V31.2 sur M. truncatula.  
Mots clés : Changement climatique / Fitness / Medicago sativa / Medicago truncatula / Mutagénèse / 
Mutants de nodulation / Réponse précoce / Verticillium spp. 
Abstract 
We were interested to evaluate the influence of climate change on net patterns of plants responses to 
pathogens. In this work, we studied the effects of temperature increase (20 °, 25 ° and 28 ° C) on early 
phenotype (symptoms of disease) and on fitness at the end of growth cycle on different accessions and 
nodulation mutants of the legume model plant Medicago truncatula, inoculated by the root pathogen 
Verticillium adapted to different temperatures. The behavior of cultivated varieties of alfalfa 
(Medicago sativa) in these conditions was also analyzed. The work is divided into 3 parts. In the first 
part, we identified among 12 strains of Verticillium spp., a cold strain (VA1) and a temperate strain 
(V31.2) with an optimum temperature of growth, sporulation and aggressiveness to M. truncatula of 
20°C and 25°C respectively. Since our strain collection doesn’t contain strains adapted to higher 
temperatures, we have obtained by UV mutagenesis of strain V31.2 a third strain (AS38), considered 
as a ‘hot’ strain, which is aggressive at 28°C. In the second part, we observed the symptoms of disease 
on seven natural accessions of M. truncatula, inoculated by the three strains of the pathogen at three 
temperatures 20°C, 25°C and 28°C in the presence of Sinorhizobium meliloti RCR2011. Mild 
symptoms were observed for two accessions A17 and DZA315.16 inoculated with VA1 at 20°C. We 
observed a maximal sensitivity for three accessions (F83005.5, DZA315.16 and L321) inoculated with 
V31.2 at 25 ° C, and for four accessions (F83005.5, DZA315.16, L321 and L198) inoculated  with 
AS38 at 28 ° C. The results of phenotypic disease symptoms were confirmed by molecular 
quantification of fungal DNA (qPCR), and re-isolation of the fungus from aerial plant tissues.  
The effect of strains VA1 and V31.2 on three fitness traits (number and weight of pods per plant and 
aerial biomass) was studied. The effect negative of VA1 was observed only at 20°C on the A17 
accession. In contrast, V31.2 showed an impact on the three fitness traits, which decrease in 
susceptible accessions, as well as on pod number of the resistant accession L198. In the third part, a 
similar analysis was made for four nodulation mutants in A17 genetic background. Nodulation 
mutants showed a higher level of resistance to VA1 than A17, at different studied temperatures. 
Towards strain V31.2 at 20°C the mutants skl and hcl showed the same symptom scores as A17 
whereas nfp and sunn mutants had more susceptible. Mutants showed a higher sensitivity at 25°C to 
 
 
V31.2 fungal strain. The results of phenotypic disease symptoms were confirmed by re-isolation 
experiments. For the nodulation mutants we showed, for the first time, that only the sunn mutant 
(hypernodulant) has the same productivity as A17, regardless of the condition (inoculated or control) 
and the studied strain (VA1 or V31.2); while the skl mutant (hypernodulant also) has a lower 
productivity. The other two mutants defective in nodulation (nfp and hcl) showed lower productivity 
than A17 regardless of the strain (VA1 or V31.2) and the temperature studied. Finally, a strong 
similarity was found between the early phenotypic response symptoms disease in M. truncatula and 
M. sativa inoculated by Verticillium spp. In this thesis, we didn’t find a positive correlation between 
the ability of nodulation and protection against the disease, however the symbiosis increases the 
fitness of some of these plants. The results also suggest that increasing temperatures could favour 
appearance a strain adapted to 28°C (AS38), which is more aggressive and more virulent than V31.2 
on M. truncatula. 
 
KEYWORDS : Climate change / Fitness / Medicago sativa / Medicago truncatula / Mutagenesis / 
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La chaîne alimentaire est basée sur la productivité des plantes. Les plantes constituent la 
première et principale source de nourriture pour l'homme. La plante, grâce à ses différentes 
fonctions, influence également l'homme directement ou indirectement (fonction écologique, 
esthétique, sociale....). Malheureusement, une perturbation de cette chaîne va agir directement 
sur les animaux et les populations humaines. Ainsi, lorsqu’une plante est atteinte d’une 
maladie, sa croissance, sa fertilité et sa productivité se trouvent réduites. Des agents 
pathogènes se développent dans tout ou une partie de l’organisme, pouvant entraîner la mort. 
Les causes des maladies des plantes sont très similaires à ceux rencontrés chez l’homme et les 
animaux. Ils peuvent être biologiques (microorganismes pathogènes ; compétition avec 
d’autre plante…) ou physiques (manque de nutriments, eau, lumière…). 
Les végétaux, les microorganismes (symbiotiques ou pathogènes) et les animaux, forment les 
unités vivantes dans l’écosystème. La continuité de la vie est basée sur les chaînes des 
interactions entre ces trois éléments. Certains de ces éléments sont menacés par d’autres, et 
certains font des interactions symbiotiques entre eux pour améliorer et se maintenir en vie. 
Les êtres vivants sont soumis à un environnement qui varie dans le temps et dans l'espace. Un 
changement environnemental peut affecter le mode de vie et les types d’interactions entre ces 
êtres vivants, et pourra être avantageux pour certaines espèces et désavantageux pour 
certaines d’autre. Pour conserver la plante, l'homme a construit et a développé des stratégies 
afin d’améliorer la quantité et la qualité productive des plantes. Il a aussi sélectionné des 
plantes capables de résister aux maladies et aux changements climatiques, qui provoquent des 
problèmes majeurs. 
Les plantes de la famille des légumineuses (Fabaceae) ont une grande importance biologique 
et écologique ainsi qu’agronomique pour les animaux et l’homme. Cette famille de plantes 
possède la capacité d’interagir avec des bactéries du genre Rhizobium pour établir une 
interaction symbiotique au niveau racinaire. Cette interaction conduit à la formation d’un 
organe symbiotique appelé nodosité dans laquelle les bactéries fixent l’azote atmosphérique, 




Cette interaction symbiotique augmente la productivité. L’augmentation des productions 
légumineuses est indispensable car la population mondiale va augmenter pour atteindre neuf 
milliards d'individus en 2050. Sur la base de cette prévision de croissance, la FAO (2009) 
(Food And Agriculture Organization Of The United Nations) a demandé d’améliorer la 
production agricole de 70% à 100 % dans les années à venir pour nourrir la population 
mondiale. 
La température globale de notre planète a augmenté. Le GIEC (Groupe d’experts 
intergouvernemental sur l’évolution du climat) a prédit dans son rapport de 2007, une 
augmentation de la température de 0.74°C (Bernstein et al. 2013), à 1°C en 2050 et enfin de 
2°C en 2100 (Siebold and Tiedemann 2012). Plusieurs études ont été réalisées sur les impacts 
potentiels des changements climatiques sur la production agricole. Souvent, les 
résultats dépendent de la région étudiée, des cultures, des changements de la température, de 
concentration de la CO2 et des précipitation (DesJarlais et al. 2010). D’autres auteurs ont 
étudié les effets des changements climatiques tels que représentés par une augmentation de la 
température sur la fitness des agents pathogènes (Garrett et al. 2006), sur la quantité et la 
qualité productive des plantes (Rao et al. 2013) et enfin sur l’interaction entre la plante et les 
agents pathogènes (Tack and Laine 2014;Walther et al. 2002; Nicotra et al. 2010). 
Pour mettre en évidence comment l’augmentation de la température affectera la productivité 
des plantes, le développement des agents pathogènes ainsi que les interactions plante- agent 
pathogène, nous avons utilisé pendant cette thèse le pathosystème naturel (Medicago sp. - 
Verticillium spp.). Douze différentes souches de Verticillium ont été testées pendant ce travail 
pour choisir trois souches adaptées à des températures différentes (souche froide, souche 
tempérée et souche chaude) chacune ayant une température optimale pour la croissance, la  
sporulation et l'agressivité sur les plantes de Medicago sp., à 20°C, 25°C et 28°C 
respectivement. 
Ces trois souches de Verticillium en interaction avec deux espèces de Medicago sp., ont été 
utilisées pour atteindre les 3 objectifs suivants :  
1) Évaluer la capacité d’agent pathogène à s’adapter au changement de la température.  
2) Évaluer l’effet de l’augmentation de la température sur le pathosystème naturel 




maladies à un mois pour Medicago sp.) et la réponse tardive (fitness en serre après 6 
mois de culture pour Medicago truncatula). 
3) Évaluer l’influence de la nodulation sur la réponse précoce et tardive à la maladie par 





État de l’art 
1- Les changements climatiques 
Le réchauffement climatique est un phénomène d’augmentation de la température moyenne 
des océans et de l’atmosphère terrestre, qui traduit une augmentation de la quantité de chaleur 
retenue à la surface terrestre selon différents scénarios d’évolution de la concentration 
atmosphérique de CO2. Ces changements ont des effets sur toutes les espèces vivantes. La 
mise en évidence de l’augmentation de la température permet de caractériser l’amplitude des 
problèmes dus au changement climatique, parce que la température est un indice important 
pour l’agriculture pour connaître les nombres de jours de soleil et la répartition des apports 
d’eau pendant l’année (Duong 2000). Ces changements climatiques, provoquent en 1988 la 
création du « Groupe d’experts intergouvernemental sur l’évolution du climat (GIEC) », en 
anglais « Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) », pour évaluer, sans parti-pris 
et de façon méthodique, claire et objective, les informations d’ordre scientifique, technique et 
socio-économique qui nous sont nécessaires pour mieux comprendre les risques liés aux 
changements climatiques d’origine humaine, cerner plus précisément les conséquences 
possibles de ce changement et envisager d’éventuelles stratégies d’adaptation et d’atténuation. 
De 1990 à 2014, GIEC a écrit cinq rapports concernant les effets de l’activité humaine sur les 
changements climatiques. En 1990 GIEC a publié son premier rapport (Houghton and IPCC 
1993), qui met en évidence les effets des activités humaines sur l’émission des gaz à effet de 
serre, et sur la température moyenne de la planète. Dans ce rapport, en 2100, la température 
moyenne aura augmenté de 1°C selon le scénario D, et de 3°C avec une augmentation du 
niveau de la mer de 65 cm selon le scénario A.  
Cinq ans après, le GIEC a publié son deuxième rapport qui mentionne une augmentation de la 
composition atmosphérique des gaz à effet de serre (30% du CO2, 145% du CH4 et 15% du 
N2O), avec une augmentation de la température moyenne de la surface de 0.3° à 0.6°C depuis 
la fin du XIX
e siècle. Cette augmentation de la température a provoqué l’élévation de 10 à 25 
cm le niveau de la mer (Houghton and IPCC 1996). En 2001, GIEC a publié son troisième 
rapport, les effets néfastes des activités humaines augmentent le réchauffement climatique. La 
moyenne de la température maximale a été en 1990 pendant la période 1860-2000, avec une 
possibilité d’augmentation de la température entre 1.4° et 5.8°C entre 1990 et 2100 
(Houghton and IPCC 2001).  
Le AR4 (4th Assessment Report) a été le quatrième rapport publié par GIEC en 2007, la 




augmentation de la concentration de CH4 de 720 ppb
3
 en (1750) à 1803 ppb
3 
en (2011), et 
enfin la température moyenne de la surface a augmenté +0.74°C entre 1906 et 2005, et 
pourrait augmenter de 0.5° à 1.6°C en 2050, et de +2° à 5.4 °C en 2100 (Parry and IPCC 
2007). 
Enfin, en 2013-2014 le dernier rapport de GIEC a été publié (AR5= 5th Assessment Report). 
Ce rapport montre que la diminution de 40 à 70% les émissions de gaz à effet de serre peut 
limiter l’augmentation de la température moyenne de la surface à 2°C. Par contre, l’utilisation 
exagérée des réserves de combustibles fossiles augmentera la température moyenne de 4° à 
5°C en 2100, et de 7° à 8°C dans le siècle suivant (Stocker and IPCC 2014). 
L’organisation météorologique mondiale (OMM) montre que la température moyenne 
augmente de 0.1°C chaque 5 ans. En 2014, la température moyenne a augmenté de 0.57 °C. 
Selon cette tendance, la température moyenne augmentera à 1.3°C en 2050 et 2.3°C en 2100. 
Ces informations sont  proche des conclusions du quatrième rapport de GIEC 2007 
(augmentation de +0.5° à 1.6°C en 2050, et de +2° à 5.4 °C en 2100), par rapport aux autres 
rapports, ce qui nous permet de choisir le rapport de 2007 comme le plus important parmi ces 
5 rapports de GIEC. 
Les rejets de gaz à effet de serre d’origine des activités humaines, sont les causes principales 
de ces changements climatiques qui agissent sur la vie quotidienne des espèces vivantes et sur 
les modes de consommation de ces espèces (Cambre 2011). Entre 1750 et 1999, les activités 
humaines au niveau de l’agriculture et de l’élevage ont augmenté de 145% la teneur en 
méthane atmosphérique. Les activités humaines au niveau industriel ont augmenté de 30% la 
concentration en gaz carbonique, et combinées avec les activités agricoles, ont augmenté de 
15% la teneur en protoxyde d’azote (Jouzel and Lorius 1999). 
Le bassin méditerranéen abrite 10% des plantes à fleurs du monde entier et un grand nombre 
d’espèces végétales ou animales endémiques (Basilico et al. 2012). Cette zone 
méditerranéenne est caractérisée par une transition entre un climat chaud et sec au sud et un 
climat doux et humide au nord. Le climat dans cette zone durant les siècles passés a connu 
une augmentation de la température et une diminution des précipitations (Solomon and IPCC 
2007). Ces changements climatiques ont été causés par des facteurs naturels (phases glaciaires 
et interglaciaires) et anthropiques (surpâturage, incendies, déboisement), provoquant des 
anomalies telles que une plus grande fréquence des sécheresses, ainsi que des périodes de 
pluviosité excessives ayant pour conséquence un stress supplémentaire pour la végétation 




En 2100, la température moyenne du Bassin Méditerranéen augmentera de 3.8°C (Boberg and 
Christensen 2012). Les prochaines décennies seront donc chaudes et sèches, ce qui questionne 
sur l’impact de ces changements sur la quantité et la qualité productive des plantes (Rao et al. 
2013), sur les dynamiques des interactions entre les plantes (Ogaya et al. 2011), sur la fitness 
aux agents pathogènes (Soesanto and Termorshuizen 2001; Sabburg et al. 2015), et enfin sur 
l’interaction entre la plante et l’agent pathogène (Walther et al. 2002; Garrett et al. 2006; 
Nicotra et al. 2010; Tack and Laine 2014). 
1.1- Les effets des changements climatiques sur les plantes. 
Les changements climatiques ont donc modifié l'environnement dans lequel tous les 
organismes se développent (Nicotra et al. 2010). Les espèces qui ont une faible mobilité 
comme par exemple la plante, sont les plus désavantagées face aux changements climatiques 
(Newton et al. 2012). 
Les conditions climatiques et édaphiques vont assurer pour la plante, soit un environnement 
favorable à ces besoins, soit un environnement défavorable (stress biotique et abiotique) qui 
perturbe son métabolisme et va provoquer des anomalies (Beebe et al. 2011). Par exemple, un 
stress hydrique a des effets complexes sur le fonctionnement des plantes. La réduction de la 
disponibilité d’eau fermera les stomates et donc entraînera une réduction de la conductance 
stomatique à l’absorption de CO2  (Llusià and Peñuelas 2000).                                                                                                                                                                                                                                                                             
La température joue un rôle important pour la croissance de la plante, elle agit sur le volume 
et la taille et enfin sur la productivité de la plante. Une faible augmentation de la température 
peut agir positivement sur la croissance de la plante, parce que la plante reçoit un minimum 
d’énergie thermique ce qui induit à une croissance maximale de la plante. Tandis qu’une 
haute température réduit l’activité microbienne du sol, et une diminution de la disponibilité 
des nutriments pour la plante (Sardans and Peñuelas 2005). En effet, l’augmentation de la 
température augmente le taux de minéralisation de matière organique du sol. Une 
augmentation du taux de minéralisation, augmentera la densité du sol, ce qui provoquera des 
difficultés pour diversifier la racine chez les plantes. Ces difficultés vont obliger les plantes à 
trouver une nouvelle stratégie pour adapter à ces nouvelles conditions (Araújo et al. 2015). La 
croissance verticale des racines des plantes, est une stratégie pour résister à la sécheresse 
causée par une augmentation de la température, car cette croissance verticale permet 
d’exploiter les réserves d’eau souterraines (Bernier et al. 2009).  
 Ogaya et al. (2011), ont étudié l’activité photosynthétique des plantes pendant le changement 




pour Quercus ilex et Phillyrea latifolia est plus importante au printemps, du fait des 
conditions optimales de température et l’humidité (15°C et 220 mm), tandis que la valeur la 
plus faible est enregistrée en hiver à cause des basses températures (7°C). L’activité 
photosynthétique maximale du Pois a enregistré à 22°C, et à 27°C pour le Maïs (Cornic 
2007). 
Une température entre 40°C-45°C annule l’assimilation photosynthétique pour la plante 
(Saugier 1983). La perte de cette capacité photosynthétique peut être causée soit par la 
diminution rapide de l’assimilation de CO2 à température de (40°C-45°C), ou par l’inhibition 
de la synthèse des chlorophylles (Schrader 2004). Chez le Concombre et le Maïs, l’inhibition 
de la synthèse des chlorophylles à 42°C a été causée par une forte diminution de la synthèse 
d’acide A-aminolevulique (ALA) (Kumar and Charan 1998). Ainsi, lorsque la température 
dépasse l’optimum thermique pour la plante, la fertilité des épis pour certaines plantes va 
diminuer (Deswarte et al. 2016). Une température supérieure à 34°C pour le Riz, et 36°C pour 
le Maïs diminue la fertilité pour ces deux espèces (Seguin 2008). Par contre, une température 
de 15°C endommage certaines plantes mésophytes du Bassin Méditerranéen. 
La haute température peut aussi provoquer la mort de la plante par inhibition des activités des 
membranes cellulaires, qui jouent un rôle principal pour la défense de la plante (Wahid et al. 
2007). Une augmentation de la température pendant une période froide peut soulager le stress 
de la plante, mais augmenter le stress pendant une période chaude. Pendant un stress à haute 
température, la réponse de la plante peut être semblable à celle induite par un stress hydrique, 
avec des symptômes caractérisés par le flétrissement, la brûlure les feuilles et des 
changements dans le métabolisme des enzymes et hormones ayant un rôle dans la croissance 
de la plante (Garrett et al. 2006). 
Comme la haute température, la faible température a des effets sur la plante. Ces changements 
climatiques en général, ont causé des extinctions des espèces, et modifié l’abondance de 
certaines autres espèces dans certaines zones (Parmesan 2006; Lenoir et al. 2008). Le seigle, 
est une plante qui adapte aux températures fraîches, avec l’augmentation de la température, 
son aire de répartition remonte plus au nord (Guy 2003). La première période de gelée de 
l’automne est mortelle pour le Concombre et le Haricot qui ne peut pas survivre à cette faible 
température, tandis que Arabidopsis thaliana est capable de tolérer une faible température  
aux alentours de 0°C (Hannah 2006). Et enfin, les céréales d’hiver, et les Choux peuvent 




1.2- Les effets des changements climatiques sur la productivité de la plante. 
Au cours des 50 dernières années, les rendements des cultures mondiales ont généralement 
augmenté. Cette augmentation est obtenue par l’amélioration du potentiel génétique et 
agronomique de la plante (Newton et al. 2012). Les dernières décennies ont subi des 
changements climatiques et plusieurs auteurs ont été intéressés par l’étude des effets des 
changements climatiques sur la production agricole (Seguin 2003). Ces changements 
climatiques ont contribué positivement ou négativement à la production agricole, soit par des 
effets directs sur la croissance des plantes, soit indirectement tels que par les effets sur les 
agents pathogènes (Newton et al. 2012). 
Une augmentation de la température et de la concentration de CO2  modifient la phénologie de 
la plante par la modification de la surface, les nombres et l’épaisseur des feuilles (Pritchard et 
al. 1999). Mais les conséquences de ces modifications de phénologie sur la productivité de la 
plante sont encore mal étudiées.  
Une augmentation de CO2 atmosphérique favorisera l’activité photosynthétique chez la plante 
(Hribar and Vidrih 2015), l’augmentation de cette activité photosynthétique augmentera la 
production du métabolisme chez la plante, ainsi qu’elle diminue la transpiration foliaire pour 
la plante. L’augmentation de la production du métabolisme et la diminution de la transpiration 
foliaire augmentent la productivité de la biomasse aérienne chez Plantago lanceolata (Kardol 
et al. 2010). Ainsi, une augmentation de la température a accéléré la floraison chez A. thaliana 
et augmente de 25% la productivité des fruits (Springate and Kover 2014). La haute 
température pourrait augmenter le potentiel agronomique d’une culture requérant une longue 
saison de croissance (tels le Maïs et le Soja), ou à l’opposé, des cultures bien adaptées aux 
conditions plus fraîches telles les petites céréales (Blé, Orge…) (DesJarlais et al. 2010). Enfin, 
une température entre 33° à 40°C favorise une bonne productivité pour la plante Gossypium 
barbadense, cultivée pour le coton (Lu et al. 1998). 
 Ces changements climatiques (l’augmentation de CO2 et la température), peuvent modifier la 
production de la biomasse végétale et la composition des communautés végétales (Kardol et 
al. 2010). Une perturbation au niveau des communautés végétales, peut modifier les 
fonctionnements des écosystèmes terrestres par des changements dans la productivité primaire 
nette (PPN) (Norby et al. 2005). 
L’augmentation de la température, des précipitations et de l’azote augmente la productivité 




facteurs avec une concentration de CO2 élevé a annulé les effets positifs de ces facteurs (Shaw 
2002). 
1.3- Les effets des changements climatiques sur l’interaction symbiotique. 
Certains microorganismes peuvent être des symbiotes ou des pathogènes pour la plante 
(Siebers et al. 2016). Ces microorganismes peuvent modifier la quantité et la qualité de la 
plante pendant un stress biotique ou abiotique, en augmentant ou en diminuant leurs 
interactions avec la plante (Lareen et al. 2016). Les interactions obligatoires entre espèces 
sont fondamentales au fonctionnement des écosystèmes et sont particulièrement sensibles aux 
changements climatiques (Blatrix et al. 2013). Ces interactions sont soit mutualistes (les deux 
espèces profitent de cette interaction), soit parasitaires (l’espèce parasite profite de l’autre 
espèce) (Poisot et al. 2011).  
Les changements climatiques (sécheresse et haute température) affectent la communauté 
microbienne du sol (Steinauer et al. 2015) ainsi que l’interaction symbiotique (plante-
symbiose), qui est nécessaire pour l’adaptation et la survie des espèces ( Toby Kiers et al. 
2010). 
Les Rhizobiums sont les microorganismes responsables de l’interaction symbiotique. Des 
caractères spécifiques leur permettent de tolérer le stress environnemental (Zahran 1999). Les 
capacités membranaires des Rhizobiums permettent de maintenir les processus de 
l’osmorégulation et l’homéostasie pendant l’augmentation de la température (Priefer et al. 
2001). Leur capacité d’absorption du potassium et du tréhalose facilite la phénomène 
d’osmotolérance (Dominguez-Ferreras et al. 2009). Enfin, les Rhizobiums peuvent changer 
leur morphologique cellulaire pendant une augmentation de la température (Vriezen et al. 
2007) ce qui leur permet de s’adapter à un stress environnemental. 
La sécheresse est un facteur du stress qui augmente la résistance à la diffusion d’oxygène dans 
le nodule (Durand 2007). Cette résistance augmente la concentration d’oxygène autour de la 
rhizosphère des nodules, mais cette augmentation ne stabilise pas le taux de fixation d’azote, 
ce qui suggère qu’il y a d’autres facteurs qui peuvent être impliqués par ce processus (Del 
Castillo and Layzell 1995). Plusieurs études ont été effectuées pour étudier les effets de la 
sécheresse sur le taux de fixation d’azote sur les graines des légumineuses (pois, soja, …). 
Ces études ont montré que la sécheresse diminue le taux de fixation d’azote. Cette diminution 
est liée à une inhibition de l’activité de la saccharose-synthase bactérienne, suivie par une 




bactérie (Ramos et al. 1999). La diminution du métabolisme du carbone dans le nodule 
provoque l’inhibition de la fixation d’azote chez la luzerne (Medicago sativa) (Naya et al. 
2007) et Medicago truncatula (Lazrek et al. 2009). Enfin, pour un stress abiotique, une 
augmentation de la concentration de CO2 favorise la disponibilité du nitrate du sol, cette 
disponibilité augmente l’interaction symbiotique entre la plante et les Rhizobiums (Barnard et 
al. 2005).   
1.4- Les effets des changements climatiques sur l’agent pathogène et sur son interaction 
avec la plante. 
Les changements climatiques pourraient modifier les étapes et les rythmes de développement 
de l’agent pathogène, et pourraient modifier la résistance de la plante hôte en changeant la 
physiologie des interactions entre la plante et son agent pathogène (Garrett et al. 2006). Les 
effets des changements climatiques sont cependant toujours moins nets que les pesticides sur 
les agents pathogènes des plantes (Coakley et al. 1999). Actuellement, les biologistes des 
plantes sont intéressés à étudier les impacts des changements climatiques sur le 
développement des agents pathogènes des plantes, et les mécanismes spécifiques modifiant 
les interactions (plante- agent pathogène) (Eastburn et al. 2011). 
La capacité d’évolution des agents pathogènes est déterminé par le nombre de générations, 
ainsi que par d’autres caractères liés à la fitness (Garrett et al. 2006). Une augmentation de la 
température pourrait agit positivement sur le taux de la reproduction pour certains agents 
pathogènes, par exemple l’augmentation de la température augmente le taux de germination 
des spores du champignon Puccinia substriata (Utpal et al. 2015), et la reproduction chez 
Monosporascus cannonballus (Waugh et al. 2003), ainsi la croissance de Phytophtora 
polonica (Moralejo et al. 2006). 
Un faible changement du climat peut modifier l’architecture de la plante (Burdon 1987). Une 
augmentation de l’humidité de la feuille augmente la sensibilité de la plante à certains agents 
pathogènes (Huber and Gillespie 1992). Un stress abiotique comme la sécheresse peut 
augmenter la sensibilité ou la résistance de la plante aux agents pathogènes (Mittler 2006; 
Shao et al. 2015), par modification la durée d’humidité de la feuille, et le potentiel hydrique 
du sol (Colhoun 1973). Enfin, une augmentation de la température de 4°C a augmenté 
l’agressivité de Puccinia graminis sur Festuca et Lolium (Pfender and Vollmer 1999), et une 
température à 30°C, a été l’optimale pour l’agressivité du Phytophtora alni à Alnus glutinosa 
(Thoirain et al. 2007). Une fois que l’agent pathogène infecte la plante, la température et le 




de l’agent pathogène. Ces deux facteurs (température et potentiel hydrique de la plante), soit 
augmentent ou diminuent la sensibilité de la plante à un agent pathogène (Campbell and 
Madden 1990). Cependant, l’effet du stress hydrique sur l’interaction (plante- agent 
pathogène) est encore mal connu. Boyer (1995) a montré que le stress hydrique augmente la 
sensibilité de la plante à un agent pathogène. Deux mécanismes possibles peuvent modifier la 
réponse de la plante à un pathogène pendant un stress hydrique : (i) soit la sécheresse a 
diminué la capacité d’agent photosynthétique de la plante ce qui induit à une diminution de la 
synthèse les composés de défense, (ii) ou soit ce stress a diminué la croissance de la plante 
sans réduire la croissance et la progression d’agent pathogène. Contrairement à Boyer (1995), 
Vandemark et al. (2006) ont montré que la sécheresse augmente la résistance de la luzerne à 
un agent pathogène racinaire (Verticillium albo-atrum).  
1.5- L’influence de l’environnement sur la réponse de la plante. 
Les changements climatiques modifient la disponibilité des ressources qui sont nécessaires 
pour les plantes. Pour s’adapter à ces changements, les plantes disposent de 3 mécanismes : la 
migration, la micro-évolution et la plasticité phénotypique (Nicotra et al. 2010). La 
capacité d'évolution adaptative va permettre à la plante, soit de supporter, soit d’insupporter 
les changements climatiques (Wilczek et al. 2014). Ainsi, si l'adaptation locale est plus lente 
que la vitesse des changements climatiques, l’abondance des populations locales peut 
diminuer au cours du temps (Atkins and Travis 2010). 
La réponse d’une espèce à un stress est exprimée sous forme des changements phénotypiques 
(Chevin et al. 2010). Ces changements phénotypiques peuvent être Passive ou Active (Stearns 
1989), et soit causés par un changement génétique au sein des populations, et soit par le 
changement environnemental (Nicotra et al. 2010). La réponse passive est relative à la 
maladaptation des espèces à ces changements environnementaux, tandis que la réponse active 
favorise l’adaptation des espèces à un stress environnemental (Figure 1) (Van Kleunen and 
Fischer 2005). 
La réponse passive peut être par exemple une réduction de la croissance à cause de la 
limitation des ressources (Dorn et al. 2000). Chez la plante, cette réponse existe seulement 
pour certains caractères, comme par exemple l’élongation de la feuille (Smith 1982; Van 
Kleunen and Fischer 2005), ou la morphologie de la racine (Hodge 2004). La réponse active 
nécessite un système de signal spécifique qui permet à l’espèce de réagir en changeant leur 




















On peut considérer que la réponse phénotypique comme une série des étapes allant d'une 
condition environnementale particulière pour terminer à un phénotype particulier. Cette série 
commence par un indice environnemental (par exemple augmentation de la température…) 
détecté par un récepteur qui va produire un signal qui a son tour peut entraîner d'autres 
signaux, grâce à la transmission de ces signaux, ces signaux seront être lus et traduis au cours 
d'un processus qui mène au phénotype (Pigliucci 2001). 
1.5.1- Les normes de réaction. 
La norme de réaction est la relation entre les phénotypes possibles produits par un génotype 
donné et la gamme de valeurs d'une variable environnementale à laquelle il est exposé 
(Nijhout 2003). Cette réponse phénotypique est caractérisée par une norme, souvent 
représentée par une droite caractérisée par sa pente et son ordonnée à l'origine (Pigliucci 
1996). La Figure (2) montre les normes de réaction possibles pour deux différents génotypes à 
un stress environnemental. Quatre réactions peuvent s’effectuer pendant un stress 
environnemental.  
Figure 1: Les études de plasticité utilisent des plans factoriels pour évaluer les effets du génotype (de la 
population ou de la lignée), les effets environnementaux et  leurs interactions. A) illustration des  différences 
phénotypiques des espèces se produisant en même temps dans deux milieu différentes A et B (par exemple, la 
réponse passive peut refléter la limitation des ressources, tandis que la réponse active peut refléter les mécanismes 
de croissance contre le stress). B) présente une approche pour évaluer la plasticité adaptative dans laquelle on 









Dans le premier cas, l’effet significatif de l’environnement va induire à une variation 
phénotypique (dans un même environnement, les deux feuilles gardent une même coloration). 
Dans le deuxième cas, on trouve les deux variations (génétique et phénotypique), avec l’effet 
significatif de l’environnement, par contre l’interaction entre l’environnement et le génotype 
et non significative. 
 Dans le troisième cas, on ne trouve qu’une variation génétique, et aucune variation 
phénotypique, quelle que soit l’environnement. Enfin, dans le quatrième cas, on trouve les 
deux variations (génétique et phénotypique), et l’effet significatif de l’environnement, avec 
une interaction significative entre l’environnement et le génotype. 
 
2- Les intérêts des légumineuses 
Les légumineuses (Fabacées) constituent la deuxième famille la plus importante du monde 
végétal après les Poaceae (Gramineae) (Araújo et al. 2015). 
Les légumineuses incluent plus de 650 genres et 20,000 espèces qui poussent sur une espace 


























Figure 2 : La littérature évolutive et écologique des réponses phénotypique à un stress environnemental est 
généralement présentée comme des normes de réaction. Ici, les deux lignes bleu et rouges indiquent les normes 
de la réaction de deux génotypes différents ont répondu à un changement d’un environnement de faible luminosité 
(Env1) et forte luminosité (Env2). Variation environnemental (E*). Variation génétique (G*)= la couleur de deux 
feuilles sont différentes dan  le mêm  environnement. Variatio  phénotypique représe tée par la coul ur de la 
feuille. Interaction environnement et génotype (G× E*). Chaque triangle représente une feuille d’une plante 
(Pigliucci 2001; Nicotra et al. 2010). 
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légumineuses contribuent jusqu'à 27% de la production agricole dans le monde entier et de 
33% de l'alimentation humaine (Graham and Vance 2003; Sanders et al. 2011). 
Depuis plusieurs millénaires, les légumineuses sont consommées par les peuples du monde 
entier. Ce sont même les premières plantes à avoir été cultivées. Le soja par exemple a été 
cultivé depuis près 4000 ans en Chine. L'intérêt de ces légumineuses réside dans la présence 
en grandes quantités de protéines végétales et des fibres ainsi de minéraux et vitamines et 
aussi dans la pauvreté en lipides (Aune et al. 2011). 
Les légumineuses de plus, ont des intérêts biologiques intéressants comme par exemple, dans 
la formation des graines protéagineuses (pois chiche, haricot…), des oléoprotéagineux (soja et 
l’arachide), et dans la production de métabolites secondaires spécifiques (Dixon and Steele 
1999), même aussi dans le domaine pharmaceutique, comme par exemple les fibres contenues 
dans les légumineuses ont un impact sur le cancer colorectal en réduisant son risque 
d’apparition de 38 % (Aune et al. 2011). 
Les légumineuses sont adaptées à toutes les régions européennes avec 341 espèces en France 
(Pointereau 2001) ayant une adaptabilité génétique remarquable. Les caractéristiques des sols 
et des climats particulières permettent de cultiver avec succès un ou plusieurs types de 
légumineuses. 
Parmi ces espèces ont été sélectionnées des espèces pour se nourrir (soja, haricot, pois 
chiche…) et des plantes fourragère pour nourrir les bétails (Luzerne, Trèfles, Sainfoin…). Ces 
espèces de légumineuses possèdent un taux de protéine élevé. Ces protéines sont réservées 
dans leur feuilles (fourrage consommé en vert ou séché) et dans leurs graines (consommé 
comme complément alimentaire) (Pointereau 2001). 
Les interactions avec les bactéries du sol (Rhizobiums) est le caractère biologique le plus 
connu des légumineuses (Bianco 2014). La racine de la plante secrète des flavonoïdes, grâce à 
cette sécrétion les Rhizobiums sécrètent le facteur Nod, la lipo-chitoolgosaccharide, pour 
former les nodules (Udvardi and Poole 2013). Ces nodules transforment l'azote atmosphérique 
en une forme utilisable pour la plante. Cette transformation permettra à la plante de fabriquer 
des protéines végétales même dans un sol pauvre à l’azote (Mylona et al. 1995). 
Pour bien maîtriser les mécanismes des interactions entre la plante et le Rhizobium, il est 
nécessaire de connaître les génomes de la plante pour faire des études moléculaires. Les deux 
espèces légumineuses cultivées soja et pois sont les mieux caractérisées génétiquement. Ces 
deux espèces sont diploïdes caractérisées par un grand génome, avec des difficultés de 




comme plantes modèle pour les mécanismes des interactions entre plante et Rhizobium 
(Barker et al. 1990). 
Les deux autres espèces Medicago truncatula et Lotus japonicus présentent des caractères 
génétiques similaires (petite génome), par contre les développent des nodosités sont des types 
différents (croissance indéterminée/déterminée) respectivement (Udvardi 2001). Les 
caractéristiques génomiques de ces deux espèces nous permettrons d’utiliser ces deux espèces 
comme plantes modèles pour étudier les interactions plante-Rhizobium (Guan et al. 2013). 
Dans ma thèse, M. truncatula a été utilisée comme une plante modèle pour étudier 
l’interaction plante-microorganisme. 
2.1- La symbiose des légumineuses avec des bactéries. 
La spécificité des rhizobactéries à former des nodules fixateurs d'azote sur la légumineuse et 
son intérêt agricole et agronomique ont conduit les chercheurs à classifier ces bactéries en 
cinq genres : Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobuim, Azorhizobium et Sinorhizobuim. 
L’azote est essentiel pour la croissance des végétaux notamment pour la synthèse des acides 
nucléiques et des protéines. L’azote est abondant sur terre et représente 78% de l’atmosphère 
terrestre, mais toutes ses formes ne sont pas utilisables par les végétaux (Goh et al. 2013). 
Pour les légumineuses, l’interaction symbiotique avec les Rhizobiums est la solution idéale 
pour s’affranchir la limitation de l’azote dans le sol. Les Rhizobiums sont capables de fixer 
environ de 65% de l’azote atmosphérique (Lodwig et al. 2003) et cela correspond à la 
réduction de 120 millions de tonnes d’azote atmosphérique en ammonium (Freiberg et al. 
1997; Graham and Vance 2003). Les deux partenaires (plante et Rhizobuim) bénéficient de 
cette interaction. La plante fournit de l’énergie à son symbionte, tandis que celui-ci fixe 
l’azote, le rendant assimilable par la plante (Freiberg et al. 1997). 
Les Rhizobiums sont capables de s’associer avec 112 genres des légumineuses (Viprey et al. 
2000). Les Rhizobiums pénètrent dans la racine de la plante, soit en traversant les poils 
absorbants (Luzerne, Trèfle) soit en utilisant les blessures dans l’écorce présentes à la base 
des radicelles (Arachide). La plante secrète l’exsudat racinaire (flavonoïdes). Les flavonoïdes 
activent effectivement l'expression des gènes de nodulation qui favorisent la pénétration des 
Rhizobiums dans les poils racinaires de la plante (Viprey et al. 2000), le dialogue moléculaire 






Figure 2: L’établissement de la symbiose rhizobium-légumineuse. 
 La pénétration des Rhizobiums se fait par un cordon d’infection qui circule entre les cellules 
de cortex racinaire des plantes, puis il éclate en libérant les Rhizobiums dans les cellules qui 
formeront les ébauches des nodules.  
Le complexe enzymatique de la nitrogénase permet aux Rhizobiums de fixer l’azote 
atmosphérique qui est présente sous forme minérale (Duc et al. 2010) (Équation 1).  
 





2.1.1- La spécificité de l’interaction. 
Les deux mots (infectivité et efficience) résument les interactions symbiotiques. L’infectivité 
est la capacité des bactéries d'infecter les racines de légumineuses et de former des nodules, 
tandis que l’efficience est la capacité des plantes nodulées à fixer l’azote (Gage 2004). 
Pour la famille des légumineuses, 12% des espèces seulement sont capables de noduler et 
d’avoir une nodulation effective (Graham 2003).  
2N2 + 8e- + 8H                    Nitrogénase                          2 NH3 + H2                       




Pendant une interaction symbiotique, deux types des nodules sont formés, des nodules 
déterminés ou indéterminés (Hirsch 1992). Les nodules indéterminés se développent à partir 
des cellules du cortex interne et sont allongés (Crespi and Gálvez 2000), alors que les nodules 
déterminés se développent à partir des cellules du cortex externe et sont ronds (Gage 2004). 
Les légumineuse tempérées (luzerne, Pois…) forment des nodules indéterminés (Cook 1999) , 
alors que, les légumineuses tropicales (soja, haricot…) forment habituellement des nodules 
déterminés (Hirsch 1992). 
La spécificité des Rhizobiums peut être réduite (la bactérie ne peut noduler qu’un seul genre 
de légumineuse) ou large (la bactérie est capable de noduler plusieurs genres des 
légumineuses). A l’inverse, pour un seul genre de légumineuse, plusieurs genres de bactéries 
peuvent être capables à noduler (Duhoux et al. 1996; Duc et al. 2010). Généralement pour 
chaque genre de légumineuse, un nombre déterminé du Rhizobium est capable de s’associer. 
Par exemple, la légumineuse M. truncatula ne peut être nodulée que par Sinorhizobium 
meliloti et S. medicae (Vernie et al. 2008). Par contre, la souche Sinorhizobium (Ensifer) sp. 
NGR 234 est capable à noduler 353 espèces des légumineuses appartenant à 112 genres (Noel 
et al. 1996). 
2.1.2- Sinorhizobium meliloti. 
Parmi les cinq genres des Rhizobiums, et selon leur capacité à fixer l'azote atmosphérique et 
enrichi le sol par l'azote, on a utilisé le genre Sinorhizobium (famille Rhizobiaceae) qui est 
capable de s’associer avec notre plante modèle M. truncatula (Tighe et al. 2000; Lang and 
Long 2015).                   
S. meliloti est distribué dans le monde entier dans différents types des sols, dans les latitudes 
tempérées et dans les zones subtropicales (Babić et al. 2008). S. meliloti est capable de 
s’associer avec les trois genres des légumineuses : Medicago, Mélilot et Trigonella (Krishnan 
and Pueppke 1998). Comme tous les Rhizobiums, S. meliloti associé avec son hôte 
légumineuse (Medicago) fixe l’azote à l’intérieur des nodules (Long 1989; Downie and 
Walker 1999). Cette association a une valeur importante dans le domaine de l’agriculture et 
de l’écologie (Wibberg et al. 2013). 
S. meliloti SU47, synonyme de RCR2011 d'origine Australie (Eardly et al. 1990; Villegas et 
al. 2006), est utilisée dans les inoculats commerciaux pour M. sativa . Le gène de régulateur 
LsrB chez S. meliloti est impliqué dans le développement des nodules de la racine chez M. 
sativa (Tang et al. 2013; Tang et al. 2014). Ce gène est associé à la prévention de la 
sénescence prématurée des nodules et de la formation de bactéroïde avortée (Tang et al. 




pathogène comme par exemple le Rhizobium leguminosarum protège les plantes de lentille 
contre l’agent pathogène Fusarium oxysporum MR84 (Essalmani and Lahlou 2003).  
2.2- Taxonomie de Medicago. 
Medicago est une espèce annuelle ou vivace à feuilles trifoliolées. Le genre Medicago, 
appartient à l'ordre Fabales, superfamille des légumineuses, famille des Fabaceae, sous-
famille des Faboideae (Sanders et al. 2011). Le genre Medicago est placé dans la tribu des 
Trifolieae qui comprend la majorité des légumineuses fourragères tempérées comme la 
luzerne cultivée et le trèfle  (Choi et al. 2004). Medicago à un grand intérêt agronomique en 
Méditerranéenne, sud d’Europe, Asie, et le nord d’Afrique (Sanders et al. 2011). Medicago 
est une plante d'origine de Méditerranéenne (région allant du Nord-Ouest de l'Iran à 
l'Azerbaïdjan). Cette région contient des pays arabes (Liban, Syrie, Irak, Egypte…), qui ont 
nommé Medicago en al-fac-facah, en anglais et espagnol alfalfa qui signifie « le père des 
aliments ». Ce genre a été apporté en Europe par le roi perse Darius (550 – 486 av. J.-C), et a 
commencé à se propager en Europe pendant l’époque de l'Empire romain (Genier et al. 1992). 
La plupart des espèces constituant le genre Medicago sont décrites depuis le XVIème siècle; 
ainsi dans Species Plantarum de Carl von Linné en 1753, neuf espèces sont décrites dont 
certaines avec plusieurs variétés botaniques (Heyn 1963). 
La température fraîche et des photopériodes courtes sont les conditions favorables pour la 
croissance végétative  de Medicago (Moseley and Smith 2014). 
2.3- Medicago sativa. 
Medicago sativa et Medicago truncatula sont utilisées comme plantes fourragères 
(alimentation de bétail). 
M. sativa est une plante herbacée et vivace, de hauteur de 30 à 80 cm et des tiges souterraines 
ramifiées. Ses feuilles sont trifoliolés, pubescentes, dentées au sommet, avec des fleurs 
violettes groupées en grappes fournies sont très reconnaissables. C’est une plante tétraploïde 
(2n= 32). Son génome de taille d'environ 1715 Mpb (Bonnin et al. 1996). Elle peut croitre à 
haute altitude jusqu’à 2000 m. Elle est d’origine de Méditerranéenne. 
Le semis de M. sativa se fait vers le mois d'avril pour une première coupe en juillet (première 
floraison), et pour une deuxième coupe en septembre (deuxième floraison). M. sativa est 
capable à recroître de nouveau après chaque coupe grâce aux hydrates de carbone qui stockés 
dans les racines et qui forment la source principale pour le cycle de développement. C’est un 
cycle répétitif jusqu'à ce que le rendement chute. M. sativa est une plante capable d’être 




potasse. La variété, le climat, le sol et les nombres de coupes sont des paramètres influant sur 
la durée de la vie de M. sativa. 
On peut distinguer deux variétés naturelles de M. sativa. La variété Méditerranéenne qui est 
caractérisée par des plantes à des fleurs de couleur violettes et de gousses enroulées. Ainsi la 
variété Nordique qui est caractérisée par des plantes à des fleurs de couleur jaunes et de 
gousses en croissant (Bolaños-Aguilar et al. 2000). 
Le mois de mai et la saison d'été sont les périodes les plus convenables à M. sativa pour sa 
productivité. M. sativa craint le froid printanier, par contre, elle supporte la sécheresse et la 
chaleur estivale grâce à leurs racines. Ses racines peuvent descendre jusqu'à 2 mètres de 
profondeur, ce qui confère à cette espèce une bonne résistance à la sécheresse (Moseley and 
Smith 2014). Au niveau de la productivité, M. sativa est caractérisé par une productivité 
élevée en matière sèche et en protéine, avec 15 tonnes de matière sèche par hectare. Son 
système radiculaire permet à d’enrichir le sol en azote et l’amélioration de la structure du 
terrain en profondeur. Enfin, M. sativa est une plante riches en vitamine et en protéines (allant 
jusqu'à 55%) et en sels minéraux ce qui lui permet d’être d'utilisé au niveau diététique 
(Annicchiarico et al. 2013). Malgré les avantages de M. sativa dans plusieurs domaines 
(agronomiques, écologique…), sa complexité génomique ne lui permet de s’adapter aux 
études génétiques pour étudier l’interaction plante-microorganisme. Barker et al. (1990) ont 
été utilisés la plante M. truncatula comme une plante modèle pour étudier les mécanismes des 
interactions entre la plante et les microorganismes.  
2.4- Medicago truncatula. 
M. truncatula est la deuxième espèce légumineuse de la famille Fabaceae utilisée pendant ma 
thèse. 
M. truncatula est une plante annuelle. La taille intermédiaire est de 15 à 80 cm. Le pétiole 
plus long que le pédoncule et l’inflorescence porte de une à cinq fleurs jaunes groupées en 
racèmes. Cette plante donne les fruits sous forme des gousses cylindrique qui sont très dures. 
La gousse est formée par des spires jointives et serrées des nombres de 2 jusqu’à plus que 5 
spires. Chacune gousse contient de 3 à 12 graines. Les pétales formant deux ailes libres. 
L’appareil reproducteur mâle est constitué des 10 étamines. La colonne staminale est formée 
par 9 étamines soudées et le dixième est libre. Enfin, les cinq sépales soudés forment le calice. 




1979; Moreau 2006) (Figure 4A). Comme M. sativa, M. truncatula sont d’origine du bassin 
Méditerranéen (Figure 4B).  
Au niveau mondial les légumineuses à graines et de fourrage occupent de 12 à 15% des terres 
cultivables dans le monde et représentent 27% de la production mondiale des cultures (FAO 















2.4.1- Medicago truncatula plante modèle. 
M. truncatula a été établi comme une espèce modèle au début des années 1990. M. truncatula 
est une plante diploïde (2n= 16) et autogame produit des graines en abondance avec un temps 
de génération de 10 à 12 semaines de graine à graine. Son génome est court= 500 Mpb soit 
environ 4 fois plus grand que celui d'A. thaliana (Castilho et al. 2005). 
Son simple génome et sa capacité de s’associer avec le Sinorhizobium meliloti permettent à 
utiliser M. truncatula comme une plante modèle pour l’étude de la symbiose fixatrice d’azote 
(Barker et al. 1990; Cook 1999). 
2.4.2- M. truncatula source de résistance aux pathogènes des légumineuses cultivées. 
L’utilisation de la lutte chimique pour protéger la plante contre son agent pathogène est 
parfois inefficace. La résistance génétique pourrait être la méthode utilisée pour protéger la 
A B 
Figure 3 : La plante modèle Medicago truncatula. A) cycle de production de graines chez M. truncatula. Le cycle est de 2 à 3 
mois et produit environ 5000 graines par plante. B) répartition géographique de l’espèce pérenne M. sativa (en rouge) et l’espèce 
annuelle M. truncatula (en vert). Les régions encerclées correspondent aux régions d’origine. Les flèches indiquent l’expansion 





productivité des plantes. Pour notre plante modèle légumineuse, des criblages de populations 
naturelles de M. truncatula par différents agents pathogènes ont été réalisés. Ils montrent un 
niveau élevé de variabilité naturelle. Quatre accessions (A17, F83005.5, DZA315.16 et 
DZA45.5) présentent des comportements différentiels allant de la sensibilité jusqu’à des 
niveaux de résistance plus ou moins élevés aux agents pathogènes. Les deux accessions 
DZA45.5 et F83005.5 sont tolérantes à Phoma medicaginis (Djebali et al. 2007), par contre 
A17 et DZA315.16 sont sensible à Erysiphe pisi (Ameline-Torregrosa et al. 2008). Tandis 
qu’A17 et DZA45.5 sont deux accessions résistantes à V. alfalfae (V31.2), ainsi que F83005.5 
et DZA315.16 sont sensibles à V31.2 (Ben et al. 2013). 
La plante résistante et les interactions avec les Rhizobiums sont deux mécanismes naturels qui 
peuvent protéger la plante légumineuse contre l’agent pathogène racinaire. 
3- Les maladies foliaires des plantes 
Les plantes sont à la base de toute la nourriture sur laquelle les humains et tous les animaux 
dépendent. Même la viande, le lait et les œufs que nous autres carnivores mangeons 
proviennent d'animaux qui dépendent eux-mêmes des plantes pour leur nourriture (Agrios 
2004). Les facteurs biotiques et abiotiques sont les deux facteurs qui agissent sur la croissance 
de la plante. La plante se développe et produit normalement lorsque le sol lui fournit 
suffisamment les nutriments et l’humidité. Grâce à sa capacité à produire des matières 
organiques par réduction de matière inorganique (phénomène photosynthèse), elle devient la 
première productrice de matière organique. Les limites des ressources naturelles augmentent 
la sensibilité de la plante à certains microorganismes pathogènes. Malgré la présence d’un 
système immunitaire chez la plante, plusieurs microorganismes sont capables de coloniser la 
plante et d’induire la maladie de la plante. La maladie chez la plante peut être définie comme 
la série de réponses invisibles et visibles des cellules et des tissus végétaux à un organisme 
pathogène ou d'un facteur environnemental. La maladie se traduit par des changements 
défavorables dans la forme, la fonction ou l'intégrité de la plante et peut conduire à la mort 
des parties ou de la plante entière (Agrios 2004). 
Les microorganismes peuvent causer des maladies pour la plante en perturbant le 
métabolisme des cellules végétales par sécrétion d’enzymes ou de toxines, ou par la sécrétion 
des substances absorbant les nutriments provenant de la plante. 
Les maladies de plantes peuvent être infectieuse (biotiques) causées par (champignons, 
plantes supérieures parasites, procaryotes, etc…), ou non infectieuses (abiotiques) causées par 




Les agents pathogènes peuvent induire des maladies pour la plante, qui sont regroupées par 
les types de symptômes (pourriture racinaire, flétrissement, rouilles, brouissures) et par les 
types d’organes qu’elles affectent (maladies racinaires, maladies des tiges, maladies foliaires) 
(Drenth 2004). 
Avant d’envisager une lutte contre une maladie de la plante, il est nécessaire d’identifier 
l’agent pathogène responsable de cette maladie, et de connaître son écologie, son cycle de 
développement et ses modes de dissémination. 
Les bactéries et les oomycètes ainsi que les champignons sont des microorganismes qui 
peuvent envahir la racine de la plante pour induire la maladie (infectieuse) qui est caractérisée 
par des flétrissements pour la plante. Des infections au niveau racinaire peuvent provoquer la 
pourriture racinaire et rendre ces racines incapables d'absorber l'eau et les nutriments du sol. 
Une fois que ces microorganismes racinaires infectent la racine de la plante, ils se diffusent 
dans le xylème en bloquant le mouvement de sève brut. 
Les bactéries sont des agents pathogènes vasculaires qui survivent enfermées dans des débris 
végétaux, dans les graines, ou dans les insectes vecteurs (Agrios 2004). Ces bactéries sont 
capables à infecter leur hôte à travers des ouvertures naturelles comme les stomates ou à 
travers des blessures et aussi pour certain genre comme Erwinia tracheiphila (Chrysomelidae) 
peut injecter directement dans le xylème par leurs insectes vecteurs (Sasu et al. 2010). 
Lorsque les bactéries réussissent à pénétrer le xylème de la plante, elles se multiplient 
rapidement et colonisent l’espace intercellulaire du parenchyme vasculaire, une fois les 
bactéries se trouvent dans le parenchyme vasculaire, le flux du xylème les transporte vers les 
parties aériennes (Agrios 2004). Les oomycètes sont aussi des agents pathogènes du sol. Ces 
oomycètes sont capables de résister les conditions du sol défavorables pour une longue 
période sous forme des oospores (spores aux parois épaisses issues de la reproduction sexuée) 
(Martin and Loper 1999). La sécrétion des exsudats racinaires par la plante favorise la 
germination de ces oospores. Ces oospores infectent la plante selon deux voies possibles, soit 
directe grâce à ces hyphes qui pénètrent l’épiderme et traversent les tissus corticaux pour 
bloquer les xylèmes, soit indirecte par germination d’une oospore enkystée au contact de la 
plante (Rey et al. 1998). Enfin, les champignons sont des microorganismes qui peuvent 
résister dans le sol plusieurs d’année sous plusieurs formes (chlamydospores, microsclérotes). 
Les débris végétaux sont un abri pour ces spores pour rester longtemps dans le sol (Campbell 
and Madden 1990). Les exsudats racinaires vont enlever l’état de dormance de ces structures. 




racine, puis, elles envahissent la plante, pour enfin, boucher le xylème, responsable de 
transport de sève brute de racine à feuille. Un blocage des xylèmes induit le flétrissement de 
la feuille comme premier symptôme et se termine par la mort de plante (Agrios 2004).  
La résistance des plantes aux agents pathogènes a un coût pour sa productivité (Alcázar and 
Parker 2011). Les mécanismes de défense des plantes aux agents pathogènes sont présentés 
sous deux types de contrôle (qualitative et quantitative). 
3.1- Les mécanismes de défense des plantes (résistance qualitative). 
Comme on a vu, les changements climatiques ont des effets sur les plantes, les agents 
pathogènes, et sur les interactions plant- agent pathogène. Généralement les trois facteurs 
plante- agent pathogène-environnement, sont liés entre eux par le triangle de la maladie 
(Newton et al. 2012) (Figure 5). 
 
Figure 4 : Triangle de la maladie classique montre le rôle central des mécanismes de défense dans 
l'interaction (plante-agent pathogène-environnement). 
 
Durant l’interaction plante-agent pathogène, la plante déclenche des mécanismes de défense 
(Freeman 2008). Ces mécanismes lui permettent de se protéger contre l’agent pathogène. 
Certains agents pathogènes dépassent le système de défense, la plante crée alors un nouveau 
système plus efficace pour arriver à tuer l’agent pathogène. La résistance qualitative 
(monogènique), est le processus d’un gène qui est capable à éliminer l’agent pathogène de la 
plante. Cette coévolution entre la plante et son agent pathogène a été décrite par Jones and 
Dangl (2006) selon le modèle zigzag. Ce modèle nous permet de bien comprendre les 




Figure (6) représente les modalités d’interaction entre les gènes des résistances de la plante et 
les gènes d’avirulence de l’agent pathogène.  
 
Figure 5 : Le modèle génétique de l'interaction gène pour gène. PTI, ETS, et ETI, sont les 3 réponses de la 
plante à un agent pathogène. Résistance spécifique et basale, sont les deux niveaux des résistances appliqués par 
la plante à un agent pathogène (Jones and Dangl 2006). 
 
Pour la plante, l’allèle dominant pour le gène de résistance s’appelle (R) et (r) pour l’allèle 
récessif. Pour l’agent pathogène, l’allèle dominant du gène d’avirulence s’appelle (AVR) et 
(avr) pour l’allèle récessif du gène d’avirulence. Pendant une attaque par un agent pathogène, 
la plante applique deux niveaux des résistances (basale et spécifique).  
Résistance basale : c’est la première ligne de réponse de défense chez la plante lorsqu’elle 
perçoit motifs moléculaires associées à l’agent pathogène (PAMPs). On parle de PTI (PAMP-
triggered immunity). C’est une réponse peu spécifique qui permet de limiter la propagation de 
beaucoup d’agents pathogènes. 
Résistance spécifique : Certains agents pathogènes contournent cette réponse grâce à des 
effecteurs, ce qui entraîne une sensibilité de la plante à l’agent pathogène, on parle d’ETS 
(Effector Triggered Susceptibility). Lorsque la plante est capable de reconnaître les effecteurs 
elle déclenche la réponse spécifique ETI (Effector Triggered Immunity). 
La réaction hypersensible (HR), est une partie de cette réponse spécifique. Cette réaction 
permettra à la plante de tuer la zone infectée par l’agent pathogène, elle est accompagnée par 




Enfin, il est intéressant de noter les deux aspects des interactions entre la plante et l’agent 
pathogène (relation compatible et incompatible). 
- Relation compatible : c'est le cas qui permet à l’agent pathogène d’infecter la plante.  
Dans ce cas la plante s’appelle hôte sensible et l’agent pathogène s'appelle virulente.  
Comme la plante est sensible, elle ne déclenche pas des mécanismes de défense efficaces ce 
qui permet à l’agent pathogène de pénétrer dans les cellules de la plante. L’agent pathogène se 
multiplie dans la plante. Enfin les symptômes apparaissent lorsque l’agent pathogène réussit à 
envahir la plante. 
- Relation incompatible : dans ce cas la plante est résistante et l’agent pathogène s'appelle 
avirulente. La plante est capable de résister à l'attaquant d’agent pathogène par activation les 
mécanismes de défense, ces mécanismes sont présentés sous le modelé de zigzag (Figure 6). 
Les agents pathogènes sont capables à surmonter la résistance qualitative de la plante en 
modifiant leurs effecteurs qui ne seront plus reconnus. Ces agents pathogènes peuvent induire 
de maladies aérienne ou racinaire pour la plante (Drenth 2004). Dans cette thèse, on s’est 
intéressé seulement à la maladie racinaire.  
3.2- Les mécanismes de défense des plantes (résistance quantitative). 
La résistance quantitative (polygénique) dépend de l’effet des plusieurs gènes (Poland et al. 
2009) et de l’environnement qui sont capables de rendre la plante résistante à un agent 
pathogène. La résistance quantitative se traduit par un ralentissement de la progression et/ou 
une diminution de la sévérité des épidémies (Shaner et al. 1978). Contrairement à la résistance 
qualitative qui est caractérisée par une réponse en "tout ou rien", la résistance quantitative 
présente un continuum de réponse qui va, selon le génotype hôte, d'un haut niveau de 
résistance à la sensibilité complète. La résistance quantitative est plus durable que la 
résistance qualitative complète  (Stuthman et al. 2007; Lannou et al. 2013), et  se caractérise 
par une diminution la fitness de l’agent pathogène sur les différentes phases du cycle 
infectieux qui comprend la croissance et la production de spores ainsi que la colonisation des 
tissus de la plante (Pariaud et al. 2009). La réponse quantitative se traduirait au niveau 
moléculaire par l’interaction entre les effecteurs d’agent pathogène et des protéines de la 
plante pour un pathosystème précis comme par exemple la réponse de Solanum pennellii à 
Bemisia tabaci (Van den Oever-van den Elsen et al. 2016), la réponse de tournesol à Phoma 
macdonaldii (Schwanck et al. 2016), et la réponse de Medicago sativa L, à Verticillium 




La plante génétiquement résistante à l’agent pathogène est la méthode la plus efficace pour 
diminuer la perte agronomique causée par les agents pathogènes. Une grande diversité des 
gènes de résistance quantitative et des molécules associées commence à être mise en évidence 
dans plusieurs pathosystème (Niks and Marcel 2009). 
4- Verticillium, champignon pathogène du sol  
Le genre de Verticillium comprend un groupe des champignons pathogènes des plantes qui 
causent la maladie de Verticilliose. C’est une de maladie la plus dévastatrice dans le monde. 
Elle touche des centaines d’espèces différentes de plantes qui sont à une haute valeur dans le 
domaine agricole (milliards des dollars de perte annuelle) (Klosterman et al. 2009). Cette 
maladie est plus développée dans les régions tempérées et moins fréquemment dans les 
régions subtropicales, enfin elle est rare dans les régions tropicales du monde (Inderbitzin et 
al. 2011; Inderbitzin and Subbarao 2014). 
Verticillium a une longue histoire taxonomique. La première espèce de Verticillium a été 
découverte en 1816 par von Nees, et environ 190 espèces ont été décrites (Zare et al. 2004). 
Verticillium appartient à la famille Plectosphaerellaceae (Zare et al. 2007; Inderbitzin et al. 
2011). C’est une famille se reproduit asexuée seulement, la production sexuelle est mal 
connue pour cette famille (Usami et al. 2009). Ces espèces de Verticillium peuvent rester dans 
le sol au moins 14 ans sous forme de structure de survie (Collins et al. 2003). Une fois les 
conditions sont favorables, ces spores germent et pénètrent dans la racine de la plante grâce à 
une blessure, puis le champignon progresse jusqu’au xylème de la plante (Fradin and 
Thomma 2006).  
Anciennement, les chercheurs se sont basés sur les structures de survie (état dormance) 
comme caractérisation principale, pour distinguer les espèces de Verticillium (Inderbitzin et 
al. 2011). 
Cinq espèces de Verticillium ont été identifiées selon cette caractérisation. Verticillium albo-
atrum forme les mycéliums pendant l’état de repos, V. nublium produit des chlamydospores, 
V. dahliae et V. longisporum forment les microsclérotes, et enfin V. tricorpus forme les 
mycéliums, chlamydospores et microsclérotes simultanément (Isaac 1949; Karapapa et al. 
1997). On rappelle que, les mycéliums de repos sont ensembles des hyphes pigmentés et 
brune (Isaac 1949). Les chlamydospores sont en général sphériques et lisses et de couleur 
assez sombre avec une paroi épaisse. Enfin les microsclérotes sont de cellules sphériques 




genres de Verticillium basée sur des marqueurs moléculaires (Taylor et al. 2000). Selon cette 
étude, Inderbitzin et al. (2011) ils ont défini 10 espèces de Verticillium (V. albo-atrum, V. 
alfalfae, V. dahliae, V. isaacii, V. klebahnii, V. nonalflalfae, V. nubilum, V. tricorpus, V. 















Les trois différentes espèces de Verticillium (V. albo-atrum, V. alfalfae, et V. non-alfalfae) 
sont issus de V. albo-atrum historique. V.albo-atrum est un agent pathogène de la pomme de 
terre et du houblon, V. alfalfae, est un agent pathogène de la luzerne, et enfin, V. non-alfalfae, 
est un agent pathogène de spectre d’hôte plus large, mais n’infecte pas la luzerne (Inderbitzin 
et al. 2011; Inderbitzin et al. 2013; Inderbitzin and Subbarao 2014). 
V. albo-atrum historique regroupait plusieurs souches isolées à partir de différents hôtes dont 
le coton et la pomme de terre (Erwin and Howell 1998), et M. sativa L. (luzerne ou alfalfa) 
(Howell and Erwin 1995). 
Enfin, pour éviter les changements du noms pour les principaux agents pathogènes de 
Verticillium, le genre Verticillium a été redéfini avec V. dahliae (Inderbitzin and Subbarao 
2014). Les espèces de Verticillium qui appartiennent au même groupe que V. dahliae sont 
maintenant s’appelés Verticillium sensu stricto (ss) (Zare et al. 2007). 
4.1- La Verticilliose. 
Les espèces de Verticillium sont responsables de « la Verticilliose ». Cette maladie a été 
signalée sur la luzerne pour la première fois aux États-Unis en 1977, et en 1984 dans le nord 
 
Figure 6 : Relations phylogéniques des dix espèces de Verticillium basées sur des analyses qui combinent les 
séquences ITS (internal transcribed spacer region) et des séquences partielles des gènes codant pour l’actine, 





de Illinois (Nicholls et al. 1987). Les plantes atteintes par la Verticilliose se manifestent par 
des symptômes de dessèchement apparaissant de façon sectorielle par parties d’arbres 
touchant quelques rameaux et de branches, mais parfois aussi l’arbre entier. La Verticilliose 
est une maladie fongique parmi les plus dévastatrices dans le monde, car elle affecte des 
centaines des espèces de plantes différentes (Berlanger and Powelson 2000), pour la plupart 
dans les zones tempérées et subtropicales (Fradin and Thomma 2006; Klosterman et al. 2009). 
Cette maladie peut provoquer de pertes économiques de 50% ou plus, avec par exemple de 20 
à 30% de pertes aux fraisiers (Subbarao et al. 2007). Cette maladie se produit sur des cultures 
de grande valeur comme par exemple le coton (Friebertshauser 1982), l’olivier (Berlanger and 
Powelson 2000), pomme de terre (Rowe and Powelson 2002). 
Les maladies du flétrissement (Verticilliose) peuvent se répartir en deux grandes catégories 
selon qu'elles naissent dans les branches ou dans les racines. Les champignons de la première 
catégorie agressent les feuilles ou l'écorce pour se nourrir. Les champignons de la seconde 
catégorie (la catégorie qui nous intéresse), entrent dans les racines à la suite de blessures ou 
par entrée directe d’agent pathogène dans le système racinaire. Ainsi, certains de ces 
champignons se propagent d'une plante à l'autre par greffe racinaire (Tattar 1978). Les 
symptômes de maladie peuvent se produire sur la plante allant d’une semaine d’infection, à 
dans quelques mois pour la plante vivace (Klosterman et al. 2009; Ralhan et al. 2012). 
Les espèces de Verticillium colonisent le xylème de la plante (Fradin and Thomma 2006). Le 
flétrissement et le rabougrissement sont les deux types des symptômes causés par l’agent  
pathogène racinaire Verticillium. La biomasse fongique dans le xylème de la plante induit un 
blocage du xylème et affecte la circulation d’eau dans la plante, ce qui induit le flétrissement 
de la plante (Fradin and Thomma 2006). L’agent pathogène racinaire V. longisporum est 
spécifique de la famille des Brassicacea (Kamble et al. 2013), les plantes infectées de cette 
famille sont capables à maintenir leur statut hydrique par formation de nouveaux xylèmes 
autour de la racine. Une plante infectée par V. longisporum résiste mieux au stress hydrique 
qu’une plante non infectée (Reusche et al. 2014).  
Contrairement à V. longisporum et V. dahliae qui peuvent pénétrer dans une racine leurs 
hyphes (Eynck et al. 2007), V. alfalfae (Grau et al. 1991) et V. non-alfalfae ont besoin d’une 
blessure pour pénétrer dans une plante. Une étude en conditions contrôlées de Toueni (2014) a 
montré que la présence de V. alfalfae et V. non-alfalfae sur une racine non blessée n’induire 




Toueni (2014) a montré que la germination des spores intracellulaire commence dans les 24 
heures après inoculation. Au bout du 5ième jour d’inoculation une différence significative 
entre la plante résistante et sensible a commencé à apparaître. Verticillium est capable de 
progresser d’une cellule à une autre pour envahir la plante (Robb et al. 1989; Fradin and 
Thomma 2006), par contre Klosterman et al. (2009) ont montré qu’une plante résistante à 
Verticillium va éliminer l’agent pathogène de ces vaisseaux xylèmes après quelques jours de 
l’inoculation chez la tomate. 
La lutte contre ces agents pathogènes a été possible grâce au bromure de méthyle (Ristaino 
and Thomas 1997; Enebak 2012; Inderbitzin and Subbarao 2014). Ce produit a été interdit à 
cause de ses effets néfastes secondaires, ce qui a aggravé le problème causé par Verticillium 
dans l'agriculture. En 2015 en Californie l’utilisation de ce produit chimique sera interdit dans 
la production de fraises (Inderbitzin and Subbarao 2014). 
Quelque soient les agents pathogènes racinaires et les plantes hôtes, les spores de ces agents 
pathogènes bloquent les xylèmes de la plante. La localisation présence de ces spores au 
niveau des xylèmes rend les moyens de lutte moins efficaces (Klosterman et al. 2009). 
L’utilisation des semences saines et la sélection de variétés résistantes sont les seuls moyens 
efficaces pour le contrôle de Verticilliose (Fradin and Thomma 2006). 
4.2- Cycle de maladie de Verticillium. 
Les sols humides avec une température de 21°-27°C, sont les conditions qui favorisent la 
maladie de Verticilliose causée par Verticillium (Berlanger and Powelson 2000). Le cycle de 
maladie (Figure 8) commence lorsque la racine de la plante secrète les exsudats qui induisant 
la germination des spores en état de dormance (Mol 1995). Les hyphes de Verticillium 
envahissent les vaisseaux du xylème où les spores sont formées, ces spores seront transportées 
par le flux de sève dans le xylème, la présence des spores au niveau du xylème bloque la 
circulation de la sève brute (Eynck et al. 2007). Ce blocage du xylème induit les symptômes 
du flétrissement foliaire. Une fois la plante est morte, les spores de Verticillium sont capables 
de rester plusieurs années sous forme de repos dans le système vasculaire de la plante morte, 
lorsque les conditions de germination sont favorables, ces spores recommencent un nouveau 





Figure 7 : Le cycle de maladie de Verticillium spp. (Berlanger and Powelson 2000). 
4.2.1- Symptômes de la Verticilliose. 
Le flétrissement des feuilles est le principal symptôme causé par Verticillium. Ce symptôme 
varie selon l'hôte et les conditions environnementales (Reusche et al. 2014). Jusqu’à 
aujourd’hui, les mécanismes de l’apparition du flétrissement sont mal connus, certaines disent 
que ce flétrissement est causé par l’activité de Verticillium, tandis que des autres disent que 
c’est la réaction de la réponse de la plante à un agent pathogène (Robb et al. 2012). Dans de 
nombreux cas, les symptômes ne se développent pas avant que la plante porte ses fleurs ou ses 
fruits, ou après une période de stress chaud. Le premier symptôme se développe généralement 
sur les vieilles feuilles. La diffusion des spores dans le xylème induit la formation des taches 
jaunes sur les feuilles infectées. À ce stade, des symptômes comme de lésions nécrotiques en 
forme de V à l’extrémité des feuilles commencent à apparaître pour finir par le flétrissement 
de la plante (Reusche et al. 2012).  
4.3- Pertes économiques causées par Verticillium et ses mécanismes de transmission et 
dispersion. 
En Allemagne, Reinke and Berthold (1897) ont décrit la première souche de V. albo-atrum 
isolée de la pomme de terre. 
Les deux genres les plus connus de Verticillium sont V. dahliae et V. albo-atrum, qui causes 
des milliards de dollars de pertes de récoltes mondiales annuelles, avec une agressivité plus 




Ces espèces sont capables d’infecter plusieurs espèce de plantes dont pomme de terre, tomate, 
luzerne, laitue, coton… (Pegg and Brady 2002; Vallad et al. 2005), chaque souche sera 
toujours plus agressive chez la plante à partir duquel elle a été isolée (Malcolm et al. 2013). V. 
dahliae peut diminuer 50% la productivité des pommes de terre et provoque une perte totale 
de la productivité de laitue (Klosterman et al. 2009). Le Tableau 1 montre les pertes 
économiques mondiales causées par Verticillium.  
Les débris végétaux, les outils de plantation, la terre, le vent et l’eau, favorisent la 
transmission de Verticillium pour induire la maladie chez les plantes saines (Pegg and Brady 
2002). Les Verticillium sont des agents pathogènes racinaire, leur contact avec la racine ou 
l’émergence des racines des plantes infectées dans le sol, sont les méthodes les plus rapides 
pour la transmission de Verticillium (Heale and Isaac 1963). Pour cela, il est nécessaire de 
bien nettoyer les outils de plantation avant les utilisés (Huang and Acharya 2003). La 
transmission de V. dahliae par les semences a été montrée chez la laitue (Lactuca sativa) 
(Vallad et al. 2005), et la luzerne (Christen 1981; Huang and Acharya 2003). La transmission 
de Verticillium par les semences a fait diminuer la productivité de la luzerne au Canada, USA, 
Germany, France, etc… (Huang and Acharya 2003). Pour le pathosystème (Medicago-
Verticillium) étudié dans ma thèse, la maladie a une grande importance économique. Les 
plantes de Medicago attaquées par Verticillium vont baisser leur productivité, puis 2 à 3 ans 













Tableau 1 : Pertes économiques causées par la maladie de Verticilliose (Koopmann and Tiedemann 2013). 
 Production annuelle globale 
(moyenne 2005-2010) 
Perte estimée Perte maximale 
Plante hôte Mio. $ Mio. Tonnes Mio. Tonnes Mio. $ % 
Pommes de terre 70.7 326.02 3.26 707.03 50 
Coton 35.47 23.52 0.24 354.72 30 
Colza 20.65 54.98 0.55 206.53 50 
Pastèque 21.16 95.62 0.96 211.61  
Olivier 21.05 17.7 0.18 210.46 75 
Piments et poivrons 17.88 27.65 0.28 178.77 20 
Concombre 17.26 55.53 0.56 172.6  
Choux 16.89 64.66 0.65 168.93  
Laitue 13.95 23.56 0.24 139.47 100 
Tabac 12.48 6.69 0.07 124.78 30 
Aubergine 12.22 38.32 0.38 122.15 70 
Tournesol 10.33 31.7 0.32 103.3 55 
Fraise 8.75 4.14 0.04 87.48  
Epinards 6.41 17.16 0.17 64.1  
Chou-fleur 6.39 18.56 0.19 63.93  
Pistachier 3.26 0.73 0.01 32.62  
Avocat 3.01 3.73 0.04 30.08  
Lentilles 1.96 3.07 0.04 19.61  
Artichaut 1.15 1.44 0.01 11.45  
Houblon 586 0.13 0 5.86  
Tomate 71.07 140.95 1.41 710.72 70 
Alfalfa nb nb nb nb 50 




5- Les contrôles de la réponse des plantes aux agents pathogènes  
Pendant une interaction plante-agent pathogène, la plante soit éliminé ou réduit la croissance 
d’agent pathogène (plante résistante), soit l’agent pathogène est capable à surmonter le 
système de défense. Dans ce dernier cas, l’agent pathogène affecte la croissance et le 
rendement de la plante et peut être à l’origine de sa mort (plante sensible). 
Les méthodes de lutte chimique contre les agents pathogènes deviennent toujours moins 
utilisées et moins efficaces. D’une part, les produits toxiques utilisés pour la lutte chimique 
affectent aussi les consommateurs, d’autre part, certains agents pathogènes comme 
Verticillium sont localisés dans des tissus inaccessibles à la lutte chimique (comme par 
exemple l’xylème ou les racines de la plante). 
La stratégie pour diminuer l’impact des agents pathogènes sur la plante, est donc de créer des 
plantes génétiquement résistantes qui sont capables d’éliminer ou d’inhiber la croissance 
d’agent pathogène. 
Deux types des résistances peuvent intervenir chez la plante pour éliminer un agent 
pathogène. La résistance qualitative et la résistance quantitative (QDR= quantitative disease 
resistance) (St.Clair 2010). 
5.1- Le contrôle génétique de la résistance à Verticillium. 
Pour développer de variétés capables à résister à Verticillium, il est essentiel d’identifier de 
loci de résistance (simple ou quantitative) et comprendre les mécanismes génétiques sous-
jacents. Dans cet objectif, des gènes de résistances et de QTL (quantitative trait loci) à des 
agents pathogènes ont été identifiés chez plusieurs espèces de plantes dont le colza, le 
houblon, la pomme de terre, A. thaliana et M. truncatula. 
5.1.1- QTL de résistance contre Verticillium identifiés chez différentes plantes. 
La résistance de colza à V. longisporum a été identifiée par deux QTLs majeurs 
(chromosomes 14 et 15) et deux autres mineurs (Rygulla et al. 2008). Chez le houblon, le seul 
QTL a été identifié sur le chromosome 7 (Jakse et al. 2013). Chez la pomme de terre, le 
nombre de QTL a varié en fonction de la variété de la plante. Pour la variété diploïde 
(Solanum berthaultii), 4 QTLs contre V. albo-atrum ont été identifiés sur les chromosomes 2, 
6, 9 et 12, ainsi qu’un seul QTL sur le chromosome 9 a été identifié pour la variété tétraploïde 
(S. tubersoum L) permet la résistance contre V. albo-atrum et V. dahliae (Simko et al. 2004). 
Chez A. thaliana plusieurs QTLs ont été identifiés. C’est la première étude qui montre que la 
résistance contre l’apparition des symptômes et la résistance contre la colonisation systémique 




Chez M. truncatula, des QTLs responsables de la résistance à Verticillium ont été identifiés 
chez différentes populations de RILs au sein de notre laboratoire. Ainsi, chez la population 
LR5 (A17 x F83005.5), 4 QTLs ont été identifiés dans la résistance à V. albo-atrum 
(LPP0323) au niveau des chromosomes 1, 2, 6 et 8 (Negahi et al. 2014). La résistance à V. 
alfalfae (V31.2) a été étudiée chez 3 populations de RILs : LR5, LR4 (A17 x DZA315.16) et 
LR3 (F83005.5 x DZA45.5). Un QTL majeur a été identifié pour les populations LR4 et LR5 
au niveau du chromosome 7 de M. truncatula. Pour la population LR3, 2 QTLs mineurs ont 
été identifiés au niveau des chromosomes 2 et 6 (Ben et al. 2013). La réponse à l’infection par  
V. alfalfae (V31.2) a été également étudiée au sein de la core collection de 32 accessions 
(Ronfort et al. 2006) et a montré l’existence d’une diversité de réponses au sein de l’espèce 
M. truncatula (Ben et al. 2013) 
5.1.2- Le locus de résistance à Verticillium Ve. 
Peu de gènes de résistance contre Verticillium sont connus (Hastie and Heale 1981), sauf chez 
la tomate (Solanum lycopersicum) où la résistance contre V. dahliae et V. albo-atrum est 
décrite comme totale. Dans cette espèce, la résistance est contrôlée par un seul locus 
dominant, le locus Ve qui est localisé sur le chromosome 9 (Schaible et al. 1951; Diwan et al. 
1999). Ve contient deux gènes Ve1 et Ve2 (Kawchuk et al. 2001). Parmi ces 2 gènes, seul le 
gène Ve1 confère la résistance chez la tomate à V. dahliae et GbVe1 chez le coton (Xu et al. 
2014). Le gène Ve1 de la tomate rend Arabidopsis résistante à V. dahliae et V. albo-atrum , et 
non pas à V. longisporum (Fradin and Thomma 2011). Enfin, la résistance des accessions de 













Matériels et Méthodes 
1- Matériels Biologiques    
1.1- Medicago truncatula.  
La multiplication des accessions de M. truncatula dans la serre a permis de produire des 
graines pour faire mes manipulations durant ma thèse. Sept accessions de M. truncatula 
d’origines géographiques différentes (Tableau 2) ont été utilisées.  
Tableau 2 : Les différents génotypes de Medicago truncatula et leurs origines. 
Accession                               Origine 
A17    Espagne 
F83005.5    France 
DZA45.5    Algérie 
DZA315.16    Algérie 
L321    Italie 
L198    Libye 
L369    Portugal 
 
 L’accession A17 d’origine espagnole a été obtenue à partir de la variété Jemalong. A17 et 
l’accession Algérienne (DZA45.5), sont deux accessions sauvages résistantes à la souche 
V31.2 de V. alfalfae. L’accession F83005.5 provient du Var (France). Le Var est une région 
du nord de la zone de distribution de l’espèce, région ou les risques de froid existent. Les 
accessions F83005.5 et DZA315.16 en provenance d’Algérie sont deux accessions sauvages 
sensibles à cette souche. Enfin, les accessions L321 (Italie) et L198 (Libye) sont sensibles à 
V31.2, tandis que l’accession L369 (Portugal) est résistante à V31.2 (Ben et al. 2013). Quatre 
mutants de M. truncatula dans un fond génétique A17, modifiés dans leur capacité à 








Tableau 3 : Les différents mutants de nodulation de Medicago truncatula et leurs sites de mutation. 
Mutants   Mutation 
skl   EIN2 (hypernodulant) 
sunn   CLV1 (hypernodulant) 
nfp   Nod FactorPerception 
hcl   hair curling 
 
Le mutant sickle (skl) est un mutant hypernodulant, insensible à l'éthylène, il est représenté 
par plusieurs allèles, il code une protéine ayant une homologie avec Arabidopsis EIN2 (est un 
composant de la voie de signalisation de l'éthylène) (Prayitno 2006). Cette signalisation agit 
sur la longueur de la racine (Penmetsa 2003), sur la formation de nodule et sur sa position par 
rapport au xylème (Penmetsa 1997). Le gène skl, Mtr7g101410, correspondant à TC176805 
(Penmetsa et al. 2008) est situé près de locus mtic337, d'environ 50 cM au sud du 
picMtVa1QTL sur le chromosome 7. Les données de la littérature indiquent que la 
signalisation d'éthylène est impliquée dans la réponse à verticilliose, mais son rôle semble être 
complexe car différents mutants de la voie d'éthylène ont différents phénotypes de la maladie  
(Ben et al. 2013). 
Sunn est un autre mutant, hypernodulant, est représenté par plusieurs allèles, il code une LRR 
(leucine-rich repeat) récepteur Kinase, avec une homologie à (A. thaliana) CLAVATA1 
(CLV1) (Schnabel et al. 2005). Le gène sunn (Medtr4g070970, ce qui correspond à 
AY769943) est situé sur le chromosome 4 (Schnabel et al. 2010). 
Le mutant hcl (hair curling - défaut dans la courbure des poils absorbants) est un mutant 
déficient dans la perception/transduction des facteurs Nod (Catoira et al. 2001). Enfin, le 
dernier mutant, nfp (Nod Factor Perception – défaut dans le récepteur des facteurs Nod libérés 
par la bactérie du sol Sinorhizobium meliloti). Le mutant nfp à un taux de nodulation plus 





 1.2- Medicago sativa.  
La luzerne est une plante fourragère, elle forme une source principale pour l’alimentation des 
ruminants.  
Trois variétés de M. sativa ont été utilisées pendant ce travail (Tableau 4).  










Magali Plan Semences 5.2 4.3 83 100 5.8 









moyenne bonne moyenne 
La résistance à la verticilliose est mesurée à partir de tests artificiels. Les notes vont de 1= sensible à 9= 
résistante. Le seuil de signification est de 1.1 point.  La résistance aux nématodes est mesurée à partir de tests 
artificiels. Le chiffre indique le pourcentage de plantes infestées après inoculation. Le seuil de signification est 
de 12 points. La grosseur des tiges est notée de 1= très fine à 9= très grosse. 
 
1.3- Sinorhizobium. 
La souche Sinorhizobium meliloti SU47 synonyme de RCR2011 d'origine Australienne 
(Villegas et al. 2006), a été utilisée pour infecter les plantes de M. truncatula et M. sativa.  
À partir de glycérol stock (25%) conservé à -80°C, cette souche a été ensemencée sur un 
milieu solide de LB dans une boite de Pétri et a été gardée 2 jours à 28°C à l’obscurité. Enfin, 
la souche a été récupérée et repiquer dans un erlenmeyer contenant le milieu LB liquide 
pendant 2 jours à 28°C sur un agitateur de 150 rpm. Enfin, la densité optique pour cette 
souche a été calculée. 
1.4- Verticillium. 
Au cours de ce travail 12 souches de Verticillium, d’origines géographiques différentes et 
appartenant aux trois genres de Verticillium (V. alfalfae, V. non-alfalfae, et V. dahliae) 
(Tableau 5) ont été étudiées pour choisir trois souches différentes chacune à une température 







Tableau 5 : Les différentes souches de Verticillium utilisées au laboratoire. 
Nom de la souche Espèce Confirmation 
espèce par PCR 
Plante source (isolé à partir de) Pays 
V31.2 V. alfalfae Oui Luzerne France 
VA1 V. non-alfalfae Oui Pomme de terre Canada 
LPP0323 V. non-alfalfae Oui Pomme de terre États Unis 
JR2 V. dahliae Oui Tomate ? 
VA2 V. alfalfae Oui Luzerne Allemagne 
Vdp1 V. dahliae Non Pomme de terre Israël 
Vdp2 V. dahliae Non Pomme de terre Israël 
Vdp3 V. dahliae Non Pomme de terre Israël 
Vdp5 V. dahliae Non Pomme de terre Israël 
Vd89 V. dahliae Non Pois Allemagne 
V192 V. dahliae Non coton Espagne 
V200 V. dahliae Non coton Espagne 
 
2- Méthodes 
2.1- Paramètres de développement fongique. 
Le diamètre de croissance et le taux de sporulation sont deux caractères étudiés pour ces 12 
souches pour choisir 3 différentes souches de Verticillium chacune à une température 
optimale différente pour sa fitness. La souche qui préfère une faible température pour sa 
fitness s’appellera souche froide (c’est une souche d’origine pays froids comme Canada, 
Russie,…). La souche qui préfère une température tempérée pour sa fitness s’appellera souche 
tempérée (c’est une souche d’origine pays tempérés comme France, Italie,...). Enfin, la souche 
qui préfère une haute température pour sa fitness s’appellera souche chaude (c’est une souche 
d’origine pays chauds comme Algérie, Israël,...).  
2.1.1- Diamètre de croissance. 
C’est le premier caractère qui a été mesuré pour Verticillium. La mesure du diamètre a été 
faite sur des cultures fongiques sur milieu solide PDA (Potato Dextrose Agar, BD Difco), 
mises à 4 différentes températures 20°, 25°, 28° et 30°C et à l’obscurité. 
À partir d’un glycérol stock à 25% (congelées à -80°C) sous condition stérile, on a pris 
quelques gouttes de spores de chacune des 12 souches ont été prises, et ont été étalées sur 






 jour, pour chaque traitement, deux morceaux de 1cm ×1cm de chacune des souches 
ont été pris, pour les transférer sur deux nouvelles boites de PDA. Au final pour chaque 
température, deux boites de chaque souche sont incubées à l’obscurité.  
Une boite de Pétri est l’unité expérimentale. Deux rayons perpendiculaires pour chaque 
culture ont été mesurés tous les 2 jours jusqu’à 14 jours de croissance (Barasubiye et al. 1994) 
(Figure 9). Cette expérience a été répétée trois fois. 
 
Figure 8 : La méthode utilisée pour mesurer le diamètre de croissance pour les 12 de Verticillium spp. 
2.1.2- Taux de sporulation.  
Après le 14
ieme 
jour de croissance, le taux de sporulation des 12 souches a été déterminé  pour 
les différentes températures (20°, 25°, 28° et 30°C). Sous condition stérile, 5 ml d’eau stérile 
ont été mis dans chaque boite de chaque souche pour gratter la surface délicatement à l'aide 
d'une pipette pasteur courbée pour récupérer les spores. Ces spores ont été comptées avec une 
cellule de Malassez.  
2.2- Culture de plantes. 
Le dégoussage est l’action d’écraser les gousses de M. truncatula et M. sativa pour extraire 
les graines. Les graines ont été ensuite scarifiées grâce à du papier de verre afin de créer une 
blessure pour être mise à germer. Ces graines sont transférées dans une boite de Pétri 
contenant un papier absorbant, afin de garder cette boite à 4°C à l’obscurité pour 3 nuits, cette 
étape s’appelle la vernalisation. Ensuite, la boite a été transférée pendant une nuit à 





À cette étape, le pourcentage de germination (nombre de graines ayant germées/nombre de 
graines mises à germer) a été calculé. Une fois que l'étape de germination est terminée, la 
racine est fragile, nous avons donc du manipuler les graines avec précaution. Afin de mettre 
en place le développement de la plante, chaque graine a été repiquée dans des petits pots de 
terreau appelés jiffy, ensuite, ont été placées sur des plateaux remplis de vermiculite, matériau 
retenant l'humidité, puis dans le phytotron pendant 10 jours. Les conditions dans le phytotron 
sont les suivantes : la lumière est allumée pendant 16 heures puis la période de nuit dure 8 
heures. La température de la période jour est à 25°C puis diminue à 20°C pendant la période 
de nuit. Enfin, le taux d'humidité est maintenu à 75 %. Ces conditions sont optimales pour la 
croissance des plantes. Après deux jours de culture sur jiffy les plantes ont été inoculées par S. 




jours, les plantes ont été infectées par 
Verticillium, et les plantes témoins ont été traitées à l’eau. 
2.3- Fitness des plantes. 
La fitness est une capacité d’une plante à donner des graines en fonction de la biomasse totale 
de la plante. Le nombre et le poids de chaque gousse ainsi que la biomasse de partie aérienne 
pour chaque plante sont les caractères étudiés après 6 mois de croissance des plantes dans la 
serre. Les 198 plantes (11 accessions*3 plantes de chaque accession*2 conditions *3 
températures) ont été transférées dans une serre après un mois d’inoculation par Verticillium 
dans les phytotrons à différentes températures. Chaque plante a été repiquée dans un pot de 
2L contenant un mélange de terreau et de sable (sac terreau de (70L) +6 pots (2L) de sable). 
Ces plantes ont été distribuées sur trois blocks dans la serre, sur chaque block 66 plantes 
différentes l’une de l’autre. Un système d’arrosage automatique a été relié pour chaque plante 
(3 fois par semaine à 5 minutes), avec un taux d’humidité à 75% dans la serre.  Après 2 
moins, les filets autour de chaque plante ont été mis pour les séparer l’une de d’autre et aussi 





Figure 9 : Plantes de M. truncatula qui sont entourés par des filets afin d’éviter le mélange entre elles. 
 
La serre a été traitée par la poudre de Soufre afin d’éviter l’oïdium. Enfin, après six mois dans 
la serre pour chaque plante, la biomasse  aérienne et le poids de chaque gousse ont été pesés, 
enfin, le nombre de gousses a été compté. Cette expérience a été répétée deux fois. 
2.4- Infection des plantes de Medicago sp. par les souches de Verticillium spp. 
L'infection consiste à mettre en contact la plante avec l’agent pathogène. La première étape a 
été de préparer l’agent pathogène. Pour cela, il a fallu lancer les cultures du champignon 
Verticillium deux semaines avant l'inoculation : sous conditions stériles, pour 300 plantes, 30 
boites de Pétri contenant du milieu PDA ont été préparées, dans chaque boite un morceau de 
1cm × 1cm de mycélium a été mis, ces boites ont été placées à 24°C dans l’obscurité, 
température optimale à la croissance de Verticillium.  
Après 15 jours, les spores ont été récupérées, la concentration finale a été ajustée à 10
6
 
spores/ml. Un volume de 800 ml a été utilisé par l’infection de 48 plantes dans un plateau 
carré de (30cm*30cm). 
D’autre part, les plantes toujours dans jiffy, le bas de jiffy en même temps que les racines ont 
été coupés, afin que l’agent pathogène puisse infecter ces plantes. Ensuite l’étape d’infection, 
les plantes de racines blessées ont été placées dans la suspension des spores de Verticillium 
pendant 30 minutes. Ensuite, les plantes ont été replacées sur un plateau contenant du terreau 




respectivement 16h de lumière à 20°C et 8h du nuit à 20°C, 16h du lumière à 25°C et 8h du 
nuit à 23°C, 16h de lumière à 28°C et 8h du nuit à 26°C.   
2.5- Suivi des symptômes.  
Pour suivre les symptômes en calculant les deux paramètres (MSS= Maximum Symptom 
Score et AUDPC= Area Under the Disease Progress Curve), une échelle de symptômes allant 
de 0 jusqu’à 4 (Figure 11) a été utilisée. Au stade 0, la plante ne présente aucun symptôme, 
elle est en parfaite santé. Au stade 1, les premiers symptômes apparaissent les feuilles 
commencent à se recroqueviller sur elles-mêmes et à jaunir. Au stade 2, en plus des 
symptômes précédents, la plante présente un affaissement des pétioles. Au stade 3, la plupart 
des pétioles sont affaissés, les feuilles commencent à se dessécher et à chloroser. Au stade 4, 
la plante est complètement chlorosée et desséchée, c’est la mort de la plante (Vailleau et al. 
2007). Les symptômes ont été relevés entre 3 et 4 fois par semaine pendant 30 jours. Cette 
manipulation a été répétée 3 fois. 
Pour M. sativa, 100 plantes de chaque variété à chaque température ont été utilisées. Un mois 
après phytotron, le pourcentage de mortalité pour chaque variété à chaque température a été 
calculé en utilisant la formule (nombre des plantes au stade 3 et 4/100)*100. Cette 
manipulation a été répétée 3 fois. 
 
Figure 10 : Échelle de symptômes de 0 jusqu’à 4. Au stade 0, la plante ne présente aucun symptôme, au stade 
4 la plante est morte. 
2.6- Ré-isolement.  
Compte tenu du nombre important d’accessions utilisées et de la différence morphologique 
entre celles-ci, la difficulté principale était d'homogénéiser la quantité de végétal prélevé. Il a 
semblé logique de prélever un fragment de la tige principale à partir du premier nœud 30 jours 
après inoculation, puisque Verticillium est un champignon du sol et que les symptômes étant 
observés au niveau des parties aériennes de la plante, le champignon remonte dans la tige. 




choix présent l'avantage de faciliter les manipulations à suivre, puisque les fragments font 
tous la même taille, sauf ceux qui sont trop atteints par la maladie devient trop fragile pour 
que le matériel soit suffisant. Dans certains cas, la tige n'a même pas pu être prélevée.  
Les plantes d'une même accession (5 plantes de chaque accession) ont toutes été traitées en 
même temps puis mises en culture dans la même boite de Pétri contenant le milieu PDA + 
Streptomycine (Figure 12) à la suite d'une phase de stérilisation.  
 
 
Figure 11 : Tiges sur (PDA + streptomycine) après la série de stérilisation. 
                    
La stérilisation a consisté à une série de bains effectués par (Ethanol à 70% pendant 15 
seconds, puis dans l’eau de javel 1/10 de 9,6% pendant 6 minutes et enfin dans l’eau stérile 
pendant 1 minute trois fois).  
La streptomycine (concentration de 50 mg/ml) a été utilisée pour éviter la contamination de 
milieu PDA par la bactérie. Lorsque la stérilisation a été faite, les boites ont été gardées à 
25°C pendant 3 jours. Après la 3
éme
 jours, les résultats de ré-isolement ont été lus, en calculant 
le taux de ré-isolement (nombre d’extrémités colonisée/nombre extrémités totale)*100. Cette 
manipulation a été faite trois fois. 
Ces résultats permettent de distinguer la nature des accessions de M. truncatula infectées par 
Verticillium spp. Accession sensible avec (le score de symptôme, et le taux de ré-isolement 




tandis que le taux de ré-isolement est élevé), enfin, l’accession résistante (le score de 
symptôme, et le taux de ré-isolement pour la plante sont faibles). 
Le même protocole a été utilisé pour étudier la transmission de Verticillium spp. dans les 
graines de M. truncatula. 
Après stérilisation, les gousses de M. truncatula ont été scarifiées à l’aide d’un scalpel stérile, 
enfin les graines de chaque gousse ont été mises dans une boite de (PDA + streptomycine), et 
les spires de chaque gousse ont été placées dans une autre boite conservée à 20°C à 
l’obscurité (Figure 13).  
        
 
Figure 12 : A) dégoussage des gousses sous condition stérile. B) repiquage des graines et des spires de 
gousse dans une boite de PDA. 
                  
2.7- Mutagenèse.  
La manipulation de mutagenèse a été faite pour obtenir une souche de V31.2 capable de 
survire à une haut température (28°C). On a préparé une suspension de spores de 
concentration de 5.10
6 
spores/ml à partir de glycérol 25% de V31.2. Plusieurs boites de PDA 
ont été préparées, chacune contienne 100 colonies de cette suspension. 
Dans notre laboratoire, sous une poste de sécurité microbiologique de type II, on a exposé ces 
boites à rayon UV (254 nm) selon l’échelle de temps suivante :  
(5 minutes, 4 min, 3 min, 2 min, 1 min, 50 secondes, 40 sec, 20 sec, 15 sec, 10 sec et 5 sec). 
Pour chaque unité du temps, on a exposé 2 boites de PDA de 100 colonies de V31.2. Ces 





les doses létales suivantes (LD20%, LD50% et LD75%). Cette manipulation a été répétée 4 
fois.  
Après le calcul de la dose létale, on a décidé d’utiliser le (LD50%)= le temps nécessaire pour 
50% de mutants restants vivants. Avec ce temps, on peut avoir plus de variabilité de mutants 
possible par rapport aux (LD20%, dose de mutation faible, donc les mutants sont moins 
mutés) et (LD75%, la dose est très forte, donc risque de perdre beaucoup des mutants, ce qui 
va donner une faible variabilité des mutants). 
Une fois LD50% déterminé, on a réalisé trois cycles successifs de mutation/sélection/ 
infection à 28°C et ré-isolement, pour obtenir de souches mutées de V31.2 capables de 
s’adapter à une température supérieures de +3°C de la température optimale. À partir de 
glycérol 25% on a préparé plusieurs boites de V31.2 sur le milieu de croissance PDA à 24°C 
pendant 14 jours à l’obscurité. Ensuite, on a récupéré la suspension de ces spores, et on a 
ajusté la concentration à 5*10
6 
spores/ml. Puis, on a étalé ces suspensions sur plusieurs boites 
de PDA, ces boites ont été exposé à UV pendant X temps (c’est le temps nécessaire pour obtenir 
le LD= 50%). Après le UV, ces boites bien para-filmé et incuber à 28°C à l’obscurité pendant 
14 jours. Aux 14 
jours 
de l'incubation, on a récupéré et ajusté la concentration de ces spores à 
10
6
 spores/ml pour inoculer des plantes des accessions (F83005.5, qui est sensible à V31.2, et 
A17, qui est résistante à V31.2). Ces plantes, ont été cultivées à la température 28°C/26°C 
respectivement (16H/8H). Cette manipulation a été accompagnée par des plantes d’A17 et 
F83005.5 inoculé à 10
6
 spores/ml par V31.2 sauvage à une concentration de 10
6
 spores/ml.  
  Un mois après l’inoculation, le champignon d'origine F83005.5 sera ré-isolé à partir des 
parties aériennes à la fin de la maladie (plantes à partir du stade de symptôme ≥2). Les tiges 
coupées sont déposées sur des boites de PDA avec antibiotiques streptomycine 4 jours à 
l’obscurité à 28°C. Pour éviter la contamination, aux 4éme jours, on a repiqué les colonies de 
ces boites sur des nouvelles boites de PDA 14 jours à l’obscurité à 28°C. Ensuite le deuxième 
cycle d’infection a été lancé à partir de la suspension de ces colonies mutées. Après le ré-
isolement des plantes, et le repiquage les colonies du troisième cycle d’infection, on a ajusté 
la concentration de suspension des spores obtenues à la concentration finale à 1 spore dans 
chaque 10 µl, pour avoir plusieurs monospores mutantes de V31.2 capables de survire à haute 




Ces mutants ont été utilisés pour tester leur agressivité sur F83005.5 et A17 à 28°C comparant 
avec V31.2 sauvage, ensuite un de ces mutants a été utilisé comme une souche chaude 
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3- Méthodes de biologique moléculaire  
3.1- Extraction ADN génomique de la plante.  
Aux 10
iéme
 jour d’inoculation des plantes, on a pris la première feuille unilobée de chaque 
plante pour extraire l’ADN (pour chaque accession, j’ai utilisé 8 plantes dans chaque 
condition et chaque température). Ces échantillons ont été mis dans des tubes d’Eppendorf de 
2 ml contenant 3 à 4 billes de verre à sécher à 65°C pendant 2 jours.  
Ces échantillons sont réduits en poudre à l’aide du broyeur mécanique pendant 30 secondes à 
puissance maximale (Retsch MM300, 30 pulses par seconde).  
Pour commencer l’extraction, la poudre a été mélangée avec un 1ml de tampon d’extraction 
(pour 100 ml : 2 g de CTAB, 10 ml de Tris-HCL 1M pH8, 28 ml de NaCl 5M, 4 ml d’EDTA 
0.5 pH8, autoclavé et 0.5 ml de Bétamercapto-éthanol). On vortex ces tubes (poudre +tampon 
d’extraction) 5 secondes avant d’incuber 20 minutes à 65°C au bain marie.  
Ensuite, on ajoute 600 µl de chloroforme (pour séparer les phases et nettoyer l’ADN), puis on 
les mélange vigoureusement pendant 15 minutes. Ces tubes ont été centrifugés 10 minutes à 
vitesse maximale (12000 RPM), ensuite, on pipete le surnageant et on les transfère dans un 
tube eppendorf stérile de 1.5 ml. On ajoute sur ces tubes 600 µl d’isopropanol (pour précipiter 
les acides nucléiques), il faut les mélanger 3 fois par retournement.  
Une centrifugation de ces tubes se fait immédiatement pendant 1 minute à la vitesse 
maximale, puis ont enlevé le surnageant. On ajoute 500 µl d’éthanol à 70%. Une 
centrifugation pendant 10 minutes à vitesse maximale a été faite pour enlever le surnageant. 
La pastille d’ADN contenue dans le culot de l’eppendorf a été séchée sous la hotte pendant 5 
minutes. Enfin, on ajoute 30 µl d’UHQ Dnase sur l’ADN.  
Afin de connaître la concentration et la pureté de mes échantillons, on a mesuré celle-ci grâce 
au Nanodrop ND-100 (Thermo Fisher Scientific). Cet appareil est un modèle de 
spectrophotomètre, qui permet de mesurer l'absorbance d'un échantillon à une longueur 
d'onde donnée, dans un très petit volume. Ici on a mesuré l'absorbance d'échantillons de 1µl 
d'ADN à une longueur d'onde de 260 nm (longueur d'onde d'absorbance des acides 
nucléiques). De plus, une deuxième mesure à 280 nm, longueur d'onde d'absorbance des 
protéines, permet de contrôler la pureté de mes échantillons d'ADN. En effet, le rapport 




considéré comme pur. En dessous de 1.8 il y a contamination par des protéines 
(Absorbance280nm augmente), tandis qu'au-dessus de 2, l'échantillon est contaminé par de 
l'ARN. Enfin, le rapport Absorbance230nm/Absorbance260nm me permet de contrôler si l'ADN 
est contaminé par des molécules organiques. En effet, celles-ci absorbent pour une longueur 
d'onde de 230nm. Comme précédemment, si le rapport est supérieur à 2, on considère que 
l'échantillon n'est pas pur. 
3.2- Extraction d’ADN de Verticillium. 
Une culture liquide a été initiée avec 200 µl de suspension de spores mis dans une erlenmeyer 
contenant 100ml de milieu liquide LB (Broth Miller, Luria-Bertani). Ces erlenmeyers ont été 
soumis à l’agitation pendant 5 jours à 24°C.  
Après le 5
iéme jour, la culture a été filtrée avec plusieurs rinçages d’eau stérile, sur une toile de 
nylon. Le mycélium enveloppés par papier aluminium, sont prêts pour chaque souche pour 
subir l’extraction.  
Les mycéliums ont trempés dans un bain d’azote liquide 20 minutes, puis on broye ces 
mycéliums avec un mortier et récupérer le broyat dans un tube de 2 ml à l’aide d’une spatule 
(rincer la spatule par azote liquide pour éviter l’attachement de la poudre). Ensuite, on ajoute 
650 µl de tampon d’extraction (Voir 3.1) au broyat, puis ajouter 10 µl de protéinase K à 
20mg/ml à 650 µl et incuber les broyats 30 minutes au bain-marie à 65°C.  
Ensuite, on élimine les débris cellulaires par centrifugation de 10 minutes à 13000 rpm 
(centrifugeuse Sigma 113), et transférer le surnageant (600 µl) dans un tube stérile, puis 
ajouter 600µl du mélange phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1) au surnageant 
sous la hotte à solvants. Agiter 1 minutes les tubes puis centrifuger (5 minutes, 13000 rpm) 
afin de séparer les deux phases. Lorsque les deux phases sont séparer, on prélevé la phase 
supérieure contenant l’ADN pour la transférer dans un tube stérile, et ajouter 1 ml de 
propanol-2 afin de précipiter l’ADN, mélanger en retournant le tube et le placer 1 h à -20°C.  
Une heure plus tard, on centrifuge ces tubes 20 minutes à 13000 rpm, puis éliminer 
délicatement le surnageant et ajouter 200 µl d’éthanol à 70% froid afin d’éliminer les sels. 
Pour éliminer les sels, on passe les tubes 5 minutes à centrifugation à 14000 rpm, puis 
éliminer délicatement l’éthanol 70%, ensuite sécher le culot d’ADN à l’air pendant 15 




Une fois l’ADN de ces 12 souches extraites, passé les échantillons à Nanodrop. 
3.3- Caractérisation moléculaire des différentes souches par PCR. 
Afin de classer nos 12 souches, nous nous sommes basés sur les publications de (Inderbitzin 
et al. 2013), dans laquelle plusieurs souches de Verticillium ont été étudiées et identifiées. 
Dans celle-ci, les chercheurs ont utilisés 4 paires d'amorces amplifiant spécifiquement 4 
espèces : V. albo-atrum, V. alfalfae, V. dahliae et enfin V. non-alfalfae (Tableau 6). Nous 
allons donc utiliser ces 4 mêmes paires d'amorces pour identifier nos espèces. Le tableau 4 
présente les 4 couples d'amorces, ainsi que leurs températures d'hybridation et la taille 
attendue des fragments après amplification. Nous connaissons déjà l'espèce des souches 
V31.2, JR2 et LPP0323 ; ces trois souches nous serviront donc de témoins positifs. En effet, 
au sein du laboratoire plusieurs expériences préalables ont pu confirmer que la souche V31.2 
est de l'espèce V. alfalfae, que JR2 est V. dahliae et enfin que LPP0323 est V. non-alfalfae. 
 
Tableau 6 : Amorces utilisées pour la caractérisation moléculaire des différentes souches de Verticillium 
spp. (Inderbitzin et al. 2013). 
Nom du 
primer 
Nom de l'espèce 
correspondante 



























 La PCR est une technique qui permet d’amplifier un gène en très grand nombre de copies 
grâce à des amorces spécifiques de la séquence à amplifier grâce à une polymérase, des 
dNTPs, un tampon de réaction et du MgCl2 en plusieurs cycles (Tableau 7). Cette technique se 
divise en 3 grandes étapes : la dénaturation, l’hybridation et l’élongation. Premièrement, à 
94°C, les liaisons faibles assurant la cohésion de la double hélice de l’ADN qui sont rompues, 
on obtient donc deux simples brins d’ADN. C’est l’étape de dénaturation de l’ADN. 




L’hybridation repose sur le principe d’appariement des bases complémentaires entre les 
amorces et l’ADN. La température d’hybridation varie en fonction des amorces choisies, 
(Tableau 4). La dernière étape est l’étape d’élongation, où la Taq polymérase (ADN 
polymérase résistant à des températures élevées) synthétise les brins d’ADN complémentaires 
au brin matrice par ajout de désoxyribonucléotides (dNTP). Chaque nouveau brin formé va 
maintenant servir de matrice pour les étapes suivantes. Il faut tout d'abord préparer le mix 
contenant : l'eau stérile, le tampon de réaction, le MgCl2, les 4 dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, 
dTTP), et la Taq polymérase (Tableau 5). Une fois préparé, nous ajoutons à ce mix le couple 
d'amorces voulues, spécifiques à la séquence que nous voulons amplifier. Enfin, nous 
ajoutons l'ADN des différentes souches et nous lançons le thermocycleur sous le programme 
suivant :  
- 2min 94°C 
- 10s 94°C        (dénaturation : ADN se sépare en 2 brins)                          
- 20s T°C d’hybridation des amorce sur leur séquence cible de l’ADN)                        
- 1min 72°C         (élongation : la Taq polymérase synthétise les brins complémentaires) 
- 7min 72°C 
Durant les 38 cycles, les 3 étapes vont se répéter et nous obtenons les fragments d'ADN  
voulus en grande quantité. 
 
Tableau 7 : Mélange réactionnel pour un échantillon donné. 
 
Concentration 
Produits                                                stock                                            Volume (µl) 
H2O                                                                                                               13 
PCR Buffer                                            10x                                                 2.5 
MgCl2                                                    50mM                                            1.25 
dNTPs                                                    1,25mM                                           4 
Mélange des amorces                             5µM                                                 2 
Tag Pol                                                   35u/µl                                              0.25 






3.4- Electrophorèse.  
Suite à la PCR, nous obtenons donc les fragments d'ADN amplifiés de taille différente.  
Pour vérifier la taille de ceux-ci, nous effectuons une électrophorèse sur gel d’agarose en 
RAGE. Cette technique permet de séparer l’ADN en fonction du poids moléculaire sous 
l’action d’un champ électrique à travers un gel d’agarose en un temps relativement court. 
L’ADN chargé négativement du fait de ces groupements phosphate va migrer vers le pôle + 
(cathode), et les fragments vont migrer en fonction de leur taille : les plus petits vont migrer le 
plus loin à travers la matrice du gel d’agarose. Nous préparons un gel d’agarose à 2% dans du 
tampon TAE 1X (2 g d'agarose dans 100 ml de TAE 1X) et nous y ajoutons une à deux 
gouttes de BET. Celui-ci nous permettra de faire apparaître nos bandes correspondant aux 
différents fragments d'ADN après révélation aux UV. Il est important de noter que le BET est 
toxique : c’est un mutagène. En effet, cet agent intercalent (il s'intègre au sein de notre ADN) 
provoque des mutations. Il faut donc toujours porter des gants en nitrile et la blouse lorsque 
nous manipulons le BET. Une fois les dépôts sur le gel effectués, nous faisons migrer 15 
minutes à 170 Volt : les fragments ont migrés en fonction de leur taille dans la matrice du gel. 
Nous avons ensuite placé le gel sur l’appareil sous lumière UV et nous avons pris une photo. 
3.5- Quantification de l’ADN de V. alfalfae par qPCR. 
Le but a été d’estimer la quantité de V. alfalfae in planta dans les plantes de M. truncatula.  
Pour amplifier la quantité de l’ADN de V. alfalfae, on a utilisé les amorces vert853F et 
vert927R décrit par Larsen et al. (2007). Les amorces AFwd (5’-
TGGCATCACTCAGTACCTTTCAACAG-3’) et ARev (5’-
ACCCAAAGCATCAAATAATAAGTCAACC-3’) ont été utilisées pour amplifier l’ADN de 
M. truncatula (Ariel et al. 2010). 
Le Nanodrop Spectrophotometer ND-100 (NanoDrop Technologies) permet de calculer la 
concentration de l’ADN de l’échantillon. La concentration de l’ADN pour V31.2 a été ajustée 
à 50 ng/µl, et 10 ng/µl pour M. truncatula.  
Le mélange réactionnel contient 7 µl de " Power SYBR® Green PCR Master Mix reagent" 
(Applied Biosystems), 3 µl d'ADN et 2 µl du mélange des d’amorces à 5µM. Les conditions 




pendant 15 sec et 60°C pendant 1 min. Ensuite ΔCt= |CtVerticillium – Ct de l’actine de 
Medicago| a été calculé. 
 
4- Analyse statistique  
 
AUDPC (Area Under the Disease Progress Curve) et AUGPC (Area Under the Growth 
Progress Curve) ont été calculés respectivement en basant sur les scores de la maladie (de 0 
jusqu’à 4) et la croissance radiale fongique, en utilisant le package 'Agricolae' R (De 
Mendiburu 2016 ; R Core Team, 2016). L’analyse de variance (ANOVA) a été réalisée et la 
comparaison des moyennes a été faite avec le test de Tukey.  
















Chapitre 1 : Effet de la température sur la fitness et l’agressivité de Verticillium 
spp. 
La température est un facteur important qui agit sur la fitness et l’agressivité de Verticillium 
spp. Parmi 12 souches de Verticillium spp. nous avons identifié une souche 'froide' (VA1), et 
une souche 'tempérée' (V31.2), avec une température optimale de 20°C et 25°C 
respectivement pour la croissance, la sporulation et l'agressivité sur M. truncatula.  
1- Identification de souches Verticillium adaptées à trois températures (20°, 25° et 
28°C).  
Une série de manipulations a été faite pour les 12 souches de Verticillium dont nous disposons 
au laboratoire (voir tableau 5) afin de pouvoir choisir au final trois différentes souches 
(souche froide, souche tempérée et souche chaude). 
La cinétique de croissance et le taux de sporulation pour ces 12 souches à 4 températures 
différentes ont été les deux premiers caractères que nous avons testés. L’agressivité de ces 12 
souches sur les quatre accessions naturelles de M. truncatula à 3 températures différentes 
(20°, 25° et 28°C), a été le troisième caractère étudié. 
1.1- Effet de l’augmentation de la température sur la fitness de Verticillium (cinétique de 
croissance et le taux de sporulation). 
Pendant 14 jours nous avons mesuré la croissance de ces 12 souches sur le milieu de 
croissance PDA à 4 températures différentes, nous avons utilisé l’AUGPC (Area Under the 
growth Progress Curves) pour calculer l’effet de ces différentes températures sur la cinétique 
de croissance de ces souches (Figure 15). 
L’analyse de variance pour ces résultats montre une interaction significative entre (Souche × 
Température) avec P < 10
-16
. 
Une variabilité de la réponse de ces souches a été trouvée. Avec trois différents types de 
souches. 
Le premier type préfère une faible température de 20°C pour sa croissance maximale (comme 
la souche VA1), l’augmentation de la température a agi négativement sur la croissance. Le 
deuxième type préfère quant à lui une température intermédiaire de 25°C pour sa croissance 
maximale (cas de notre souche modèle V31.2). L’augmentation de la température jusqu’à 25 
°C a augmenté la croissance pour ces souches. Au-delà de cette température, la croissance de 




troisième type, la température optimale est une haute température de 28°C pour là encore une 
croissance maximale (une seule souche, Vdp5). Pour ces 12 souches la faible croissance a été 






   
 
 






 jours de la croissance, l’effet de l’augmentation de la température sur le taux de la 
sporulation pour chaque souche a été calculé (Figure 16). 
L’ANOVA pour le taux de sporulation montre une interaction significative entre (Souche × 
Température) avec une probabilité de 10
-6
. 
Deux différents groupes des souches ont été trouvés pour cette étude. Un groupe, qui n’a 
aucune différence entre 20° et 25°C sur son taux de la sporulation maximale, il contient par 
exemple les souches (VA1 et Vdp5, etc…). Un groupe qui a son taux de la sporulation 
maximale à 25°C, il contient par exemple les souches (V31.2 et LPP0323, etc…). Une 
température supérieure à 25°C a diminué le taux de sporulation pour ces 12 souches. Enfin, à 
20°C les trois souches (Vdp1, Vdp2 et Vdp5) sont les trois souches les plus sporulantes tandis 
que seule la souche Vdp5 la plus sporulante à 30°C. 
 
Figure 14 : L’effet de l’augmentation de la température sur la croissance des souches. Axe vertical : 
les noms de 12 souches testées. Axe horizontal : les valeurs d’AUGPC (Area Under the Growth Progress 
Curves) mesurées pendant 14 jours de la croissance. Chaque symbole représente une température. Chaque 


















1.2- Agressivité des 12 souches de Verticillium spp. sur les accessions parentales de M. 
truncatula à 3 températures différentes. 
L’effet de l’augmentation de la température sur l’agressivité de ces 12 souches sur les quatre 
accessions parentales (A17, F83005.5, DZA45.5 et DZA315.16) de M. truncatula a été le 
troisième caractère étudié. Figure (17) montre le résultat obtenu pour ce caractère. 
L’analyse de variance montre une interaction significative entre (Accession × Souche × 
Température) avec une probabilité de 10
-16
. 
 Le test de comparaison des moyennes montre qu’une température entre 20° et 25°C est la 
température optimale pour l’agressivité de ces 12 souches sur ces 4 accessions. Tandis qu’une 




Figure 15 : L’effet de l’augmentation de la température sur le taux de sporulation pour les 12 
souches. Axe vertical : le log de sporulation. Axe horizontal : les 4 différentes températures. Chaque 
















Cette figure montre trois groupes de souches avec une température d’infection optimale 
différentes pour chaque groupe : 
V200, V192, LPP0323, Vdp3 et VA1 sont les souches qui forment le premier groupe, avec 
une température de 20°C, qui est la température optimale pour une agressivité maximale sur 
les 4 accessions de M. truncatula. Dans ce premier groupe, on a choisi la souche VA1 pour 
détailler son agressivité sur ces quatre accessions à 3 différentes températures. Le résultat 
montre que les deux accessions A17 et DZA315.16 sont deux accessions partiellement 
résistantes à cette souche, par contre F83005.5 et DZA45.5 sont deux accessions résistantes à 
cette souche. L’augmentation de la température à 25°C a diminué l’agressivité de cette souche 
sur ces accessions. Cette agressivité est devenue presque nulle lorsque la température a 
augmenté jusqu’à 28°C. 
Les souches JR2, VA2, Vd89, Vdp1, Vdp2 et V31.2, forment le deuxième groupe, avec 
aucune différence entre 20° et 25°C pour leur agressivité sur ces accessions. Par exemple, la 
souche V31.2 est une souche modèle de notre laboratoire. Les deux accessions A17 et 
DZA45.5 sont des accessions résistantes, par contre, les deux autres accessions, F83005.5 et 
DZA315.16 sont des accessions sensibles à cette souche, une augmentation de la température 
Figure 16 : Agressivité des 12 souches de Verticillium spp. sur les 4 accessions parentales de M. 
truncatula à 3 températures différentes. Axe vertical : MSS (Maximum scores symptoms). Axe 





à 28°C a diminué l’agressivité de V31.2. Enfin, le troisième groupe qui n’a aucune agressivité 
sur les accessions de M. truncatula quelle que soit la température étudiée comme par exemple 
la souche Vdp5. L’agressivité de cette souche a été presque nulle sur ces accessions quelle 
que soit la température étudiée, sauf avec l’accession DZA315.16 chez laquelle des 
symptômes ont été observés à 20° et 25°C. Ces symptômes ont été causés par la sensibilité de 
cette accession à l’arrosage et ne relève pas de l’effet de cette souche. 
Grâce aux résultats de ces trois caractères, nous avons distingué trois différents groupes de 
souche de Verticillium, chacune avec une température optimale : 
 VA1, est la souche sélectionnée du premier groupe, c’est une souche froide. Elle est d’origine 
d’un pays froid, le Canada. Pour cette souche, la faible température (20°C) a été la 
température optimale pour sa croissance et sporulation ainsi que son agressivité. 
V31.2, est la souche choisie dans le deuxième groupe, c’est la souche tempérée. Elle est 
d’origine tempérée, la France. Pour cette souche, la température entre 20°-25°C a été la 
température optimale pour sa croissance et sa sporulation ainsi qu’une température de 25°C  
est l’optimale pour son agressivité. 
Dans le troisième groupe avec une température élevée de (28°C) qui est la température 
optimale pour la croissance et la sporulation. Il n’y avait que la souche Vdp5 (origine Israël). 
Malheureusement son agressivité sur les 4 accessions de M. truncatula est presque nulle. Pour 
être savoir si cette souche était agressive ou non sur M. truncatula, l’agressivité de cette souche 
sur 29 accessions de M. truncatula a été testée à deux températures différentes 20° et 25°C. 
Figure (18) montre une faible agressivité de Vdp5 sur ces 29 accessions. Comme le résultat 
précèdent (1.2), les quatre accessions parentales ( A17 (L738), DZA45.5 (L736), DZA315.16 
(L734) et F83005.5 (L530)) (Ronfort et al. 2006) sont toutes résistantes. L’accession L00651 
à 25°C a été la seule sensible à cette souche. Grâce à ce résultat, on peut déduire que Vdp5 
peut attaquer M. truncatula, mais les sept accessions utilisées pendant cette thèse sont toutes 






Figure 17 : La courbe des symptômes pour 29 accessions de M. truncatula infectées par Vdp5 à deux 
températures 20° et 25°C. Axe vertical : MSS (Maximum scores symptoms). Axe horizontal : les jours 
d’inoculation. Chaque couleur= une plante. 8 plantes de chaque accession ont été infectées à chaque température. 
 
Nous avons donc décidé de sélectionner une souche mutée agressive à une haute température 






Chapitre 2 : Création d’une souche agressive à 28°C par mutation 
La manipulation de la mutagénèse a été faite pour obtenir une souche (chaude) capable d’être 
agressive à 28°C, et cela dans le but de remplacer la souche Vdp5 qui elle n’attaque pas les 
sept accessions utilisées pendant ce travail. 
1- Détermination le LD50% de Verticillium. 
Plusieurs boites de PDA, chacune contenant 100 colonies de V31.2 qui ont été exposées aux 
UV sous la hotte microbiologique pendant différentes durées: 5 minutes, 4 min, 3 min, 2 min, 










LD50% a été trouvé à 12 secondes sous UV, par contre LD75% a été trouvé à 23 secondes 
(Figure 20). Nous avons choisi la mutagénèse des spores dans des conditions de LD50. Ces 
spores ont été utilisées en inoculation à 28°C et ré-isolement dans 3 cycles, comme décrit 
dans la partie matériels et méthodes.  
A B 
Figure 18 : A) 100 colonies de V31.2 sont le témoin positif. B) après 12 secondes d’UV, les nombres 





Figure 19 : L’effet d’UV sur le taux de survie des colonies V31.2. Axe vertical : log des colonies vivantes. 
Axe horizontal : durée d’exposition à UV. Chaque courbe représente une répétition biologique. Chaque point 
représente la moyenne des deux boites. La courbe verte est la courbe moyenne de cette expérience. LD50% est le 
temps nécessaire pour obtenir 50% des colonies vivantes. 
 
 
2- Obtention de mutants agressifs à une température élevée. 
 
Pendant les trois cycles de mutation (Matériels et Méthodes 2.7), l’effet de mutation sur l’agressivité 
de V31.2 sur F83005.5 a été suivi. Le tableau (8) montre l’augmentation de l’agressivité de V31.2 
mutée sur F83005.5 à 28°C à chaque cycle de mutation. 
Tableau 8 : Évolution de l’effet de V31.2 mutée sur l’accession F83005.5 à 28°C en fonction le nombre de 
cycles de mutation. 
                    Indice 
Cycle de mutation 
0 1 2 3 4 
Sauvage 60% 25% 15% 0% 0% 
Premier 0% 18% 20% 26% 36% 
Deuxième 0% 9% 10% 33% 48% 





La souche sauvage (V31.2), infecte faiblement l’accession F83005.5 à 28°C, avec 60% des 
plantes sans symptômes et 15% de plantes avec le score maximal de 2. Après le premier cycle 
de mutation, V31.2 mutée infecte fortement 62% (26% au stade 3 et 36% au stade 4) des 
plantes de F83005.5. On rappelle qu’une plante commence à mourir à partir du stade 3. Ainsi, 
trois cycles de mutation ont augmenté l’agressivité de V31.2 mutée pour atteindre 100% de 
mortalité de F83005.5 au troisième cycle de mutation (14% au stade 3 et 86% au stade 4).                                                  
Après ré-isolement du champignon muté de ces plantes, 180 différentes monospores ont été 
isolées. 120 monospores d’origine du stade des symptômes 3, et 60 monospores du stade 4. 
Pour chaque monospore, on lui a donné le nom suivant ASX (AS= Abed Sbeiti, et x, c’est le 
numéro de monospore de 1 jusqu'à 180).  
2.1- Agressivité des isolats monospores sur les deux accessions parentales A17 et 
F83005.5 à 28°C. 
La Figure (21) montre les courbes d’évolution des symptômes chez les accessions A17 et 
F83005.5 infectées avec quelques monospores mutées de V31.2 à 28°C. 
 
Figure 20 : Cinétique des symptômes pour les deux accessions parentales A17 et F83005.5 infectées par les 
mutants de V31.2 à 28°C. Axe vertical : MSS (Maximum scores symptoms). Axe horizontal : les jours 




Cette figure montre que les mutants sont plus agressifs que V31.2 sauvage sur l’accession 
F83005.5 à 28°C. Certains mutants (AS2, AS36 et AS38), montrent une faible agressivité sur 
l’accession A17 qui est résistante à V31.2 sauvage. 
Le résultat de l’agressivité de ces 180 monospores sur les deux accessions A17 et F83005.5, 
nous a permis de choisir 6 mutants. AS1, AS13, AS23, AS26, AS27 et AS38 ont été les 6 
mutants choisis selon leurs agressivités sur F83005.5 et A17 à 28°C. Un seul mutant de ces 6 
mutants sera choisi afin de l’utiliser comme une souche chaude capable d’être agressive sur 
M. truncatula à 28°C. 
2.2- Effet de l’augmentation de la température sur la cinétique de croissance, le taux de 
sporulation et ainsi que sur l’agressivité de ces 6 mutants sur Medicago sp. 
Comme pour les 12 souches sauvages de Verticillium, la cinétique de croissance, le taux de 
sporulation et l’agressivité de ces 6 mutants, à 3 différentes températures 20°, 25° et 28°C ont 
été étudiées. 
La Figure (22), illustre la croissance radiale de ces mutants à 3 températures différentes. Une 
augmentation de la température de 20° à 25°C a augmenté la croissance de ces mutants. Par 
contre, l’augmentation à 28°C a diminué leur croissance. Ces 6 mutants réagissent comme la 





Figure 21 : L’effet de l’augmentation de la température sur la croissance de ces mutants. Axe vertical : les 
noms de souches testées. Axe horizontal : les valeurs d’AUGPC mesuré pendant 14 jours de la croissance. 
Chaque symbole représente une température. Chaque point= la moyenne de six boites. 
Le même effet de la température a été observé sur le taux de sporulation pour ces 6 mutants 
de V31.2. Une augmentation de la température de 20° à 25°C a augmenté le taux de 








Figure 22 : L’effet de l’augmentation de la température sur le taux de sporulation pour les 6 mutants. Axe 
vertical : le log de sporulation. Axe horizontal : les 3 différentes températures. Chaque couleur représente une 
souche. Chaque point= la moyenne de six boites. 
Ces 6 mutants ont donc réagi comme la souche sauvage (V31.2) pour les deux caractères 
(cinétique de la croissance et le taux de sporulation). 
L’agressivité de ces 6 mutants à 28°C a été évaluée sur 3 accessions de M. truncatula et 3 
variétés de luzerne. Cette figure montre que ces mutants ont la même agressivité sur M. 
truncatula avec une agressivité plus élevée que la souche sauvage (V31.2), par contre une 
agressivité différente sur M. sativa mais toujours plus élevée que la souche sauvage (Figure 









Figure 23 : Boxplot pour les accessions infectées par les 6 mutants. Axe vertical : MSS (Maximum scores 
symptoms). Axe horizontal : les 6 mutants testés avec la souche sauvage. Chaque point représente la moyenne de 
8 plantes. 
V31.2 et les souches mutantes ont réagi de la même façon pour les deux caractères testés in 
vitro (cinétique de la croissance et le taux de sporulation). Une température de 25°C, est la 
température optimale pour ces caractères. La différence de la réponse entre V31.2 et les 
souches mutantes a été trouvée sur le caractère de l’agressivité. L’agressivité des  souches 
mutantes est plus élevée sur les accessions de M. truncatula et les variétés de M. sativa 
comparant avec l’agressivité de V31.2 sur ces plantes à 28°C. 
La série des trois différentes souches de Verticillium  a été continué avec : 
VA1, qui est une souche froide avec la faible température de 20°C comme une température 
optimale pour sa croissance, sporulation et son agressivité. 
V31.2, est une souche tempérée avec une température tempérée de 25°C comme une 
température optimale pour sa croissance, sporulation et son agressivité. 
AS38, est une souche chaude qui a une température tempérée de 25°C comme température 
optimale pour sa croissance et sa sporulation. Cependant pour cette souche, la température 




Chapitre 3 : Analyse de la réponse des accessions naturelles de M. truncatula 
infectées par trois souches de Verticillium spp. à différentes températures (20°, 
25° et 28°C) 
L’interaction entre la température et Verticillium peut augmenter le taux de maladie chez M. 
truncatula qui est présenté sous forme de flétrissement phénotypique, ou peut protéger M. 
truncatula contre le Verticillium. Ce type d’interaction dépend du genre de Verticillium utilisé 
et la température. 
1- Analyse de la réponse précoce à l’infection : Étude des symptômes de 
flétrissement et de la colonisation. 
Une fois la sélection des trois souches de Verticillium spp. a été complétée, les sept accessions 
de M. truncatula inoculées par RCR2011 ont été infectées par (VA1, V31.2 et AS38) à trois 
températures différentes 20°, 25° et 28°C. 
La présence du champignon dans la plante a été évalué par deux tests : par la quantification 
moléculaire de l’ADN fongique (qPCR), pour ce test la première feuille unilobé de chaque 
plante a été prélevée après 10 jours de l’infection par Verticillium spp., et par ré-isolement à 
partir de tissus aériennes, une partie de la tige de chaque plante a été utilisée pour ce test après 
30 jours d’infection par Verticillium spp., c’est un test tardif.  
1.1- Quantification moléculaire (qPCR) de Verticillium in planta et corrélation avec la 
colonisation. 
Le test fongique (qPCR), plus précoce que le test de ré-isolement, a été fait seulement sur 
quatre accessions naturelles de M. truncatula (A17, L369, F83005.5 et L321) infectées par 
V31.2 à 3 températures 20°, 25° et 28°C. Ces quatre accessions ont de réponses contrastées à 
V31.2 avec les accessions A17 et L369 sont résistantes, tandis que F83005.5 et L321 sont 
sensibles. Aux 10éme jour d’infection, la première feuille unilobée pour chaque accession a été 
prise pour quantifier la quantité de V31.2 dans ces quatre accessions. Le résultat obtenu de ce 
test est représenté dans la Figure 25. 
Le résultat est présenté sous forme d’histogrammes. La relation entre ΔCT et la quantité de 
V31.2 dans la plante est inversement proportionnel, parce qu’on a besoin de beaucoup de 
cycles de PCR pour détecter la présence de V31.2 dans une plante résistante. Le ΔCT le plus 
élevé a été observé pour les deux accessions résistantes A17 et L369, et le plus faible a été 
observé pour les deux accessions sensibles F83005.5 et L321. Le ΔCT le plus faible pour les 






Figure 24 : Le qPCR pour les quatre accessions naturelles de M. truncatula. Axe vertical : ΔCT. ΔCT= la 
valeur absolu de (Moyenne de CtV31.2 – Moyenne de Ct Actine (M. truncatula)). CT= nombres des cycles 
nécessaires pour détecter l’ADN de V31.2. Axe horizontal : les quatre accessions testées. Chaque couleur 
représenté une température. Le ΔCT est inversement proportionnel à la quantité d’ADN de champignon présent 
dans les tissus. 
Le résultat de ce test précoces moléculaire a confirmé les résultats de réponse précoce pour ces 
quatre accessions qu’A17 et L369 sont résistantes, par contre, F83005.5 et L321 sont sensibles, 
ainsi que le 25°C est la température optimale pour l’agressivité et la colonisation de V31.2 sur 
M. truncatula. 
Le ré-isolement a été le deuxième test qui a fait pour évaluer la quantité du champignon dans la 
plante. La corrélation entre les deux tests (qPCR et ré-isolement) pour les 4 accessions (A17, 
L369, F83005,5 et L321) infectées par V31.2 à différentes températures est représentée dans la 
Figure 26. 
Le test de corrélation Spearman a montré une corrélation forte (-0.79) entre les résultats de la 
qPCR et de ré-isolement avec la valeur de ΔCT la plus élevée et le taux de ré-isolement le 
plus faible  par V31.2  a été observé chez les deux accessions résistantes A17 et L369. Par 
contre, la faible valeur de ΔCT avec le taux de ré-isolement le plus élevé a été observé pour 
les deux accessions sensibles L321 et F83005.5. Aussi pour les accessions sensibles, la faible 
valeur de ΔCT avec le taux de ré-isolement le plus élevé a été observé à 25°C. Ces résultats 
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Figure 25 : Corrélation entre qPCR et le taux de colonisation pour les quatre accessions de M. truncatula 
inoculées par V31.2. Axe vertical : ΔCt pour ces quatre accessions. Axe horizontal : taux de colonisation pour 
ces quatre accessions. R1= première répétition biologique et R2= deuxième répétition biologique. Chaque 
couleur représente une température. 
Jusqu’à ici les deux tests (qPCR et ré-isolement) ont montré une fiabilité pour évaluer la 
quantité du champignon dans la plante, pour la suite, seul le test de ré-isolement a été utilisé 
pour évaluer la quantité du champignon dans la plante. 
1.2- Réponse vis-à-vis de la souche froide VA1.   
Pour étudier la réponse précoce de ces sept accessions de M. truncatula infectées par VA1, les 
deux variables MSS (Maximum scores symptoms) et AUDPC (Area Under The Disease 
Progress Curve) ont été calculés. L’analyse de variance pour ces deux variables montre une 
interaction significative (Température × Accession) avec P (>F) 0.01 et 0.03, respectivement 
pour MSS et AUDPC. 










Tableau 9 : Moyenne des 3 répétitions pour MSS et (AUDPC*1000) pour les sept accessions infectées par 
VA1 à 20°, 25° et 28°C. 
 
20°C  25°C  28°C 
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L’agressivité maximale de VA1 est localisée sur l’accession DZA315.16 qui est partiellement 
résistante à 20°C avec des valeurs de MSS et AUDPC respectivement de 2.06 et 10. Cette 
accession est devenue résistante à cette souche avec l’augmentation de la température à 25°C 
et 28°C. Les autres accessions sont toutes résistantes à VA1 sous les 3 températures étudiées.  
Pour compléter les résultats des symptômes précoces, le test de ré-isolement du champignon a 
été fait à la fin de l’expérience. 
Les résultats de ré-isolement en fonction des symptômes précoce (MSS) permettent à 
identifier la nature de la plante avec : 
Plante résistante: MSS ≤ 1,00 et taux de ré-isolement ≤ 25%. 
Plante tolérante: 1,25 ≤ MSS ≤ 2,25 et taux de ré-isolement ≥ 30%. 
Plante sensible: MSS >2,50. 
La Figure (27) montre la colonisation de ces sept accessions de M. truncatula par VA1 à 3 
températures différentes en fonction de MSS. 
Cette figure montre 2 groupes des plantes. Le groupe des plantes résistantes contient les 
accessions F83005,5, L198 et L369 quelle que soit le température étudiée avec l’accession 
DZA45.5 à 25°C. Pour les accessions de ce groupe le MSS maximal ne dépasse pas le ‘1’ 
avec un taux de ré-isolement maximal est inférieure de 25%. Et un deuxième groupe des 
plantes tolérantes contient les accessions A17, DZA315.16 et L321 à 20° et 25°C et aussi 
l’accession DZA45.5 à 20°C avec le MSS maximal pour ces accessions de ce groupe ne 




accessions sont résistantes à VA1 à 28°C. Cette figure montre aussi qu’aucune accession n’est 
sensible à cette souche. 
 
Figure 26 : Le pourcentage de colonisation de VA1 dans chaque accession de M. truncatula en fonction du 
score de la maladie pour chaque accession à 3 températures différentes. Axe vertical : pourcentage de la 
colonisation par VA1. Axe horizontal : MSS (Maximum scores symptoms). Chaque couleur représente une 
température. Chaque symbole= moyenne des 3 répétitions des 18 plantes. 
 
1.3- Réponse vis-à-vis de la souche tempérée V31.2.   
Une interaction significative (Température × Accession) a été observée, lorsque les sept 
accessions ont été infectées par V31.2, avec P (>F) 0.03, 0.03, respectivement pour MSS et 
AUDPC d’après l’analyse de variance. 
La souche tempérée V31.2 a montré une agressivité plus élevée que la souche VA1 sur ces 












Tableau 10 : Moyenne des 3 répétitions pour MSS et (AUDPC*1000) pour les sept accessions infectées par 
V31.2 à 20°, 25° et 28°C. 
  
20°C  25°C  28°C 


































































































 indiquer la comparaison de  moyenne pour  les génotypes et les 
températures. 
 
L’agressivité maximale de V31.2 a été observée sur les trois accessions sensibles 
(DZA315.16, F83005.5 et L321) à 25°C avec des MSS de 3.54, 3.09 et 3.5 respectivement 
pour ces trois accessions et des AUDPC de 20.71, 17.12 et 23 respectivement.  
L’augmentation de la température à 28°C a diminué l’agressivité de V31.2 sur les trois 
accessions sensibles, pour atteindre les MSS les plus faibles (2.78, 2.13 et 2.82). Par contre les 
accessions A17, DZA45.5, L198 et L369 sont résistantes à cette souche quelle que soit la 
température étudiée. La température 20°C est intermédiaire entre 25° et 28°C pour 
l’agressivité de V31.2 sur les accessions sensibles. Le paramètre AUDPC a confirmé le 
résultat de MSS. 
Le résultat de la colonisation de la souche tempérée V31.2 pour les sept accessions en 
fonction le MSS est présenté dans la Figure 28. 
Cette figure montre 3 groupes de plantes. L’accession A17 qui est totalement résistante quelle 
que soit la température étudiée. Les accessions DZA45.5, L198 et L369 qui sont partiellement 
résistantes avec un taux de ré-isolement maximal ne dépasse pas le 25% quelle que soit la 
température étudiée. Et les accessions DZA315.16, F83005.5 et L321 qui sont sensibles à 
cette souche sous les 3 températures étudiées.  
Le taux de ré-isolement le plus élevé pour les accessions sensibles a été observé à 25°C. Par 
contre, le taux le plus faible a été observé à 28°C, et à 20°C le taux de ré-isolement est 






Figure 27 : Le pourcentage de colonisation de V31.2 dans chaque accession de M. truncatula en fonction 
du score de la maladie pour chaque accession à 3 températures différentes.. Axe vertical : pourcentage de la 
colonisation par V31.2. Axe horizontal : MSS (Maximum scores symptoms). Chaque couleur représente une 
température. Chaque symbole= moyenne des 3 répétitions des 18 plantes. 
 
1.4- Réponse vis-à-vis de la souche chaude AS38.   
Pour la souche chaude AS38, l’infection des sept accessions de M. truncatula, montre une 
interaction significative (Température × Accession) par l’analyse de variance avec P (>F) 
0.03, 0.04, respectivement pour MSS et AUDPC. 
La souche AS38 chaude mutée, est la plus agressive sur les accessions de M. truncatula 
(Tableau 11) comparée avec l’agressivité des souches sauvages (VA1 et V31.2) sur ces 
accessions. 
Ce tableau montre que les quatre accessions DZA315.16, F83005.5, L198 et L321 sont 
sensibles à AS38, par contre, les autres accessions (A17, DZA45.5 et L369) sont résistantes à 
AS38 quelle que soit la température étudiée. 
L’augmentation de la température de 20° à 28°C, a augmenté l’agressivité d’AS38 sur les 
quatre accessions sensibles pour atteindre les MSS maximal à 28°C pour DZA315.16, 
F83005.5, L198 et L321 de 3.68, 3.62, 3.5 et 4 respectivement. Le résultat d’AUDPC a 






Tableau 11 : Moyenne des 3 répétitions pour MSS et (AUDPC*1000) pour les sept accessions infectées par 
AS38 à 20°, 25° et 28°C. 
  
20°C  25°C  28°C 



























































































 indiquer la comparaison de  moyenne pour  les génotypes et les 
températures. 
  
Ce tableau montre aussi que la souche AS38 est la plus virulente parmi les 3 souches de 
Verticillium sur M. truncatula, cette virulence a été observée sur l’accession L198 qui a été 
résistante à V31.2 est devenue sensible à AS38. 
L’augmentation de la température a augmenté le taux de la colonisation de la souche chaude 
AS38 pour les sept accessions de M. truncatula (Figure 29). 
Cette figure montre 4 groupes de plantes. L’accession A17 qui est totalement résistante quelle 
que soit la température étudiée. Les accessions DZA45.5 (20°C) et L369 (20° et 25°C) sont 
partiellement résistantes avec un taux de ré-isolement maximal ne dépasse le 25%. Les 
accessions DZA45.5 (20° et 28°C) et L369 (28°C) sont tolérantes avec un taux de ré-
isolement minimal est supérieure de 30%. Et enfin les accessions DZA315.16, F83005.5, 
L198 et L321 sont sensibles quelle que soit la température étudiée. 
La comparaison de colonisation en fonction le MSS entre V31.2 et AS38 sur les accessions 
de M. truncatula montre que certaines accessions DZA45.5 et L369 qui sont partiellement 
résistantes à V31.2 sont devenues dans certaines conditions tolérantes à AS38. Aussi 
l’accession L198 est partiellement résistante à V31.2 est devenue sensible à AS38 quelle que 






Figure 28 : Le pourcentage de colonisation d’AS38 dans chaque accession de M. truncatula en fonction du 
score de la maladie pour chaque accession à 3 températures différentes. Axe vertical : pourcentage de la 
colonisation par AS38. Axe horizontal : MSS (Maximum scores symptoms). Chaque couleur représente une 
température. Chaque symbole= moyenne des 3 répétitions des 18 plantes. 
 
2- Analyse de la réponse tardive à l’infection : Étude de caractères de fitness 
La dernière étape de cette manipulation a été étudiée la fitness des sept accessions de M. 
truncatula infectées par les deux souches VA1 et V31.2 à 3 températures différentes 20°, 25° 
et 28°C. 
Après un mois d’infection des accessions à 3 températures, 3 plantes de chaque accession à 
chaque condition ont été transférées à la serre pour étudier leur fitness. 
Six mois après la croissance dans la serre, les trois caractères : nombre et le poids de gousse, 
ainsi la biomasse aérienne ont été calculé pour chaque accession. 
2.1- Effet de la souche froide (VA1) sur la fitness. 
L’analyse de variance pour les trois caractères de fitness des sept accessions infectées par 
VA1 montre la présence de l’effet significatif de la température précoce (effet de la 
température sur les symptômes précoces) quelle que soit le caractère étudié. 
L’analyse de variance pour les nombre de gousses des accessions infectées par VA1 montre 







Tableau 12 : Analyse de variance pour les nombres de gousses des accessions de M. truncatula infectées 
par VA1 à 3 températures. 
 Df  SS         MS      F            Pvalue 
Température 2     12753     6376     4.366    0.01391 *   
Accession   6     150137   25023  17.132  5.07e-16 *** 
Condition 1      0             0            0.000   0.98950     
Température:Accession                       12   19607    1634      1.119   0.34643 
Température:Condition                       2     10227    5114      3.501   0.03198 *   
Accession:Condition                             6     11429    1905      1.304   0.25671     
Température:Accession:Condition    12   20615    1718      1.176   0.30206     
Residuals 205    299414    1461 
Signif. codes:   0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
 
Cette interaction a été observée clairement à 20°C, d’où l’inoculation par VA1 a diminué 
significativement le nombre de gousse moyenne de ces sept accessions de 124 à 106 gousses, 
par contre, cette interaction n’a pas eu d’effet sur le nombre moyen des gousses des 
accessions à 25° et 28°C (Tableau 13). 
Tableau 13 : Effet des températures et VA1 sur la valeur de trois caractères pour chaque accession.  
 20°C  25°C  28°C 
 NB.Gousses  P.Gousses(g)  B.A(g)  NB.Gousses  P.Gousses(g)  B.A(g)  NB.Gousses  P.Gousses(g)  B.A(g) 
C I  C I  C I  C I  C I  C I  C I  C I  C I 
A17 144ab 99abcde  0.11b 0.01b  17ab 12ab  107abcde 94abcde  0.12b 0.1b  15ab 11ab  103abcde 113abcde  0.09b 0.12b  13ab 12ab 
DZA315.16 150ab 160a  0.05b 0.07b  14ab 19a  120abcde 163a  0.15b 0.07b  14ab 16ab  153ab 122abcd  0.06b 0.07b  15ab 9 ab 
DZA45.5 89abcde 59cde  0.12b 0.13b  11ab 7b  47de 83abcde  0.11b 0.13b  11ab 10ab  37e 51cde  0.25a 0.15b  6b 10ab 
F83005.5 157ab 130abcd  0.08b 0.08b  11ab 13ab  135abc 121abcd  0.07b 0.06b  9ab 12ab  113abcde 105abcde  0.06b 0.09b  11ab 12ab 
L198 115abcde 101abcde  0.09b 0.07b  11ab 7b  100abcde 127abcd  0.07b 0.06b  9ab 8ab  57cde 108abcde  0.07b 0.06b  6b 6b 
L321 126abcd 114abcde  0.11b 0.11b  14ab 10ab  87abcde 119abcde  0.1b 0.11b  9ab 12ab  92abcde 97abcde  0.11b 0.11b  9ab 10ab 
L369 87abcde 80abcde  0.12b 0.12b  11ab 13ab  103abcde 74bcde  0.13b 0.1b  16ab 9ab  108abcde 108abcde  0.13b 0.11b  15ab 11ab 
NB= Nombre, P= Poids, B.A= Biomasse Aérienne. C= Contrôle, I= Infection. Valeur= moyenne de deux 







 indiquer la comparaison de  moyenne pour les génotypes et les températures. 
En condition contrôle, les nombres de gousses maximales pour les accessions A17, DZA45.5, 
L198, et L321 a été observé à 20°C. Par contre, une forte température de 28°C a diminué 
significativement les nombres de gousses pour ces quatre accessions. L’infection par VA1 à 
20°C a diminué significativement les nombres de gousses pour les deux accessions A17 et 
DZA45.5 (Figure 30) qui sont tolérantes à VA1 à cette température et aussi à 20°C, les 
nombres de gousses de l’accession L198 qui est résistante à cette souche à 20°C. Cette figure 
montre aussi que VA1 n’affecte pas les nombres de gousses des autres accessions qui sont 
appartient à ces deux groupes. Enfin, le test de germination a montré un taux de germination 
de 100% pour les graines des accessions de M. truncatula quelle que soit la condition 





Figure 29 : L'effet de VA1 et de 3 températures sur les nombres de gousses de 7 accessions de M. 
truncatula. Axe vertical : le nombre de gousses pour chaque plante. Axe horizontal : les trois différentes 
températures. Chaque symbole= moyenne de deux répétitions dans trois blocs pour chaque répétitions. 
 
Une interaction significative (Température × Accession) a été trouvée avec une probabilité de 
0.01 pour le poids de chaque gousse des accessions. Par contre, VA1 n’a pas eu d’effet sur ce 
caractère. Cette interaction (Température × Accession) a été observée uniquement sur les 
accessions DZA315.16 à 25°C et DZA45.5 à 28°C en condition contrôle. À ces deux 
températures, les accessions DZA315.16 et DZA45.5 ont montré le poids de chaque maximal. 
Cette interaction n’a pas eu d’effet sur le poids de chaque gousse pour les autres accessions 








Figure 30 : L’effet de VA1 et de 3 températures sur le poids de chaque gousse de ces sept accessions de M. 
truncatula. Axe vertical : le poids de chaque gousse pour chaque plante. Axe horizontal : les trois différentes 
températures. Chaque symbole= moyenne de deux répétitions dans trois blocs pour chaque répétitions. 
Enfin, l’analyse de variance pour le troisième caractère qui a été la biomasse aérienne, montre 
une interaction significative entre les trois facteurs (Accession × Température × Condition) 
avec une probabilité de 0.02 (Tableau 14).  
Tableau 14 : Analyse de variance pour la biomasse aérienne des accessions de M. truncatula infectées par 
VA1 à 3 températures. 
 Df  SS         MS      F            Pvalue 
Température 2      124     61.8      2.373   0.095729.   
Accession   6      1189   198.2    7.608   2.20e-07 *** 
Condition 1      34        34.1      1.308   0.254167     
Température:Accession                       12    180     15.0       0.577   0.859692     
Température:Condition                       2      4          2.0         0.078   0.924635     
Accession:Condition                             6      202     33.6       1.289   0.263560 
Température:Accession:Condition    12    615     51.3       1.968   0.028680 *   
Residuals 205   5342    26.1    
Signif. codes:   0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
En condition contrôle, l’augmentation de la température à 28°C a diminué significativement 
la biomasse aérienne pour les accessions A17, DZA45.5, L198 et L321. L’infection par VA1 
à 20°C a diminué significativement la biomasse aérienne pour les accessions A17, DZA45.5 
qui sont tolérantes à VA1 et L198 qui résistante à cette souche respectivement de (17g à 12g, 







productivité des autres accessions F83005.5, DZA315.16, L321 et L369 quelle que soit la 
température étudiée. 
 
Figure 31 : L’effet de VA1 et la température sur la biomasse aérienne de ces sept accessions de M. 
truncatula. Axe vertical : la biomasse aérienne pour chaque plante. Axe horizontal : les trois différentes 
températures. Chaque symbole= moyenne de deux répétitions dans trois blocs pour chaque répétitions. 
 
2.2- Effet de la souche tempérée (V31.2) sur la fitness. 
L’analyse de variance pour les trois caractères de sept accessions naturelles de M. truncatula 
infectées par V31.2 montre le même résultat. L’effet net de la température précoce n’est pas 
retrouvé, avec une interaction significative de (Accession × Infection). 
Cet effet d’infection par V31.2 a diminué significativement la moyenne générale de la 
productivité des accessions (Tableau 15). 
 
Tableau 15: Effet des températures et V31.2 sur la valeur de trois caractères pour chaque accession. 
 20°C  25°C  28°C 
 NB.Gousses  P.Gousses(g)  B.A(g)  NB.Gousses  P.Gousses(g)  B.A(g)  NB.Gousses  P.Gousses(g)  B.A(g) 
C I  C I  C I  C I  C I  C I  C I  C I  C I 
A17 63a 56a  0.11bcd 0.08bcd  10abc 7bcd  56a 47a  0.1bcd 0.1bcd  6abc 5bcd  71a 58a  0.1bcd 0.1bcd  11abc 10bcd 
DZA315.16 59a 15d  0.05de 0.04f  9ab 4ef  69a 0d  0.08de 0f  9ab 0.3ef  84a 4d  0.08de 0.02f  16ab 2ef 
DZA45.5 41ab 26ab  0.14a 0.12ab  8abc 5abc  40ab 42ab  0.16a 0.16ab  7abc 10abc  41ab 52ab  0.15a 0.09ab  13abc 10abc 
F83005.5 80a 13cd  0.07bcde 0.02f  10a 2ef  65a 19cd  0.1bcde 0.04f  12a 2ef  73a 47cd  0.08bcde 0.04f  15a 5ef 
L198 51a 30bc  0.07cde 0.06ef  4cde 2ef  82a 25bc  0.09cde 0.03ef  5cde 1ef  60a 25bc  0.07cde 0.09ef  7cde 7ef 
L321 64a 5d  0.11abc 0.02f  11a 0.4f  56a 2d  0.12abc 0.02f  10a 0.3f  65a 4d  0.16abc 0.02f  15a 0.8f 
L369 54ab 50ab  0.12bcd 0.08bcde  5def 4def  40ab 40ab  0.1bcd 0.09bcde  3def 4def  51ab 63ab  0.1bcd 0.11bcde  7def 7def 
NB= Nombre, P= Poids, B.A= Biomasse Aérienne. C= Contrôle, I= Infection. Valeur= moyenne de deux 
répétitions dans trois blocs pour chaque répétitions pour deux répétitions indépendantes en deux années 













Les trois accessions DZA315.16, F83005.5 et L321 qui ont montré une sensibilité à V31.2 
(voir chapitre 3, paragraphe 1.2), sont les plus affectées par cette souche. L’analyse de 
variance pour les nombres de gousses montre une interaction (Accession x Condition) avec 
une probabilité de 10
-5
 (Tableau 16).  
Tableau 16 : Analyse de variance pour les nombres de gousses des accessions de M. truncatula infectées 
par V31.2 à 3 températures. 
 Df  SS         MS      F            Pvalue 
Température 2     160        80          0.084    0.91932     
Accession   6     13139    2190    2.298     0.03717 *   
Condition 1     50223    50223  52.698  1.51e-11 ***   
Température:Accession                       12   4190      349       0.366    0.97338     
Température:Condition                       2     372        186       0.195    0.82291     
Accession:Condition                             6     33124    5521    5.793    1.72e-05 *** 
Température:Accession:Condition    12   6035      503      0.528    0.89452     
Residuals 163   155345     953                      
Signif. codes:   0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
L’infection par V31.2 a diminué les nombres de gousses pour ces trois accessions sensibles 
respectivement de (68 à 7, 72 à 22 et de 61 à 4). En plus, V31.2 a diminué significativement 
les nombres de gousses pour l’accession résistante L198 de 65 à 27 gousses (Figure 33). Cette 
accession L198 est devenue très sensible à la souche AS38, ce qui montre que V31.2 a montré 





Figure 32 : L'effet de V31.2 sur les nombres de gousses de ces sept accessions de M. truncatula à trois 
températures. Axe vertical : le nombre de gousses pour chaque plante. Axe horizontal : les trois différentes 
températures. Chaque symbole= moyenne de deux répétitions dans trois blocs pour chaque répétitions. 
La diminution des nombres de gousses pour les autres accessions résistantes est très faible et 
non significative, avec une diminution de 62 à 55 gousses pour A17 et de 41 à 38 gousses 
pour DZA45.5 ainsi que de 48 à 49 gousses pour L369. 
Le même effet de V31.2 a été observé sur le poids de chaque gousse pour ces sept accessions 
avec une diminution moyenne de poids de chaque gousse de 0.1g à 0.06g (Tableau 15). Cette 
diminution est significative pour les trois accessions sensibles (DZA315.16, F83005.5 et 
L321) respectivement de (0.07g à 0.01g, et de 0.08g à 0.03g, enfin de 0.12g à 0.01g). Par 
contre, la diminution pour le poids de chaque gousse pour l’accession L198 et les autres 









Figure 33 : L’effet de V31.2 sur le poids de chaque gousse de ces sept accessions de M. truncatula à trois 
températures. Axe vertical : le poids de chaque gousse pour chaque plante. Axe horizontal : les trois différentes 
températures. Chaque symbole= moyenne de deux répétitions dans trois blocs pour chaque répétitions. P < 10
-3
. 
Comme vu pour les deux premiers caractères, V31.2 a diminué la biomasse aérienne totale 
pour ces sept accessions de 9g à 4g. L’analyse de variance montre une interaction (Accession 
x Condition) avec une probabilité de 10
-9
 (Tableau 17). 
 
Tableau 17 : Analyse de variance pour la biomasse aérienne des accessions de M. truncatula infectées par 
V31.2 à 3 températures. 
 Df  SS         MS      F            Pvalue 
Température 2    22.5      11.3       0.737    0.480     
Accession   6    539.2    89.9       5.886    1.40e-05 *** 
Condition 1    1193.4  1193.4  78.163  1.48e-15 *** 
Température:Accession                       12  127.2    10.6       0.694    0.755     
Température:Condition                       2    21.6      10.8       0.707     0.495     
Accession:Condition                             6    898.5    149.7     9.807    3.19e-09 *** 
Température:Accession:Condition    12  155.1    12.9       0.846    0.603     
Residuals 163  2488.8    15.3 
Signif. codes:   0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
Les trois accessions sensibles DZA315.16, F83005.5 et L321 qui sont les plus productives, 







2g, et de 12 à 3g ainsi que de 12 à 0.5 g). L’effet de V31.2 sur la biomasse aérienne des quatre 
accessions résistantes (A17, DZA45.5, L369 et L198) est toujours non significatif (Figure 35). 
 
Figure 34 : L’effet de V31.2 sur la biomasse aérienne de ces sept accessions de M. truncatula à trois 
températures. Axe vertical : la biomasse aérienne pour chaque plante. Axe horizontal : les trois différentes 
températures. Chaque symbole= moyenne de deux répéti tions dans trois blocs pour chaque répétitions. 
Dans ce chapitre, nous avons présenté l’effet des 3 différentes souches de Verticillium (VA1, 
V31.2 et AS38) à 3 différentes températures (20°, 25° et 28°C) sur la réponse phénotypique 
des sept accessions naturelles de M. truncatula. Ainsi, les deux tests (moléculaire (qPCR) et 
microbiologique (ré-isolement)) ont confirmé nos résultats phénotypiques. Enfin, on a étudié 
l’effet des deux souches VA1 et V31.2 sur la productivité de ces sept accessions en étudiant 
les trois caractères suivants (nombre et le poids de chaque gousse, ainsi que la biomasse 
aérienne pour chaque plante). 
3- Transmission de Verticillium spp. par M. truncatula 
 
De 1950 à 1980, la recherche en Europe a été concentrée sur les symptômes de la maladie, les 
pertes de rendement causé par V. albo-atrum, et sur la transmission de cette souche par les 
semences et les mauvaises herbes de la plante (Heale and Isaac 1963). Depuis 1980, le 
transport des semences à l’Amérique du Nord a augmenté la maladie de verticilliose qui a été 
reconnue comme un grave problème pour la luzerne en Amérique du Nord (Acharya and 







de M. truncatula infectées par les deux souches (VA1 et V31.2) à 3 températures différentes 
20°, 25° et 28°C, la transmission de Verticillium spp. par les semences de M. truncatula a été 
étudiée. Le résultat obtenu est représenté dans le (Tableau 18). 
Tableau 18 : Transmission de Verticillium par les semences de M. truncatula. 






Tolérante 20°, 25°C Oui Non 
DZA315.16/A17/L321  Résistante 28°C Non Non 
F83005.5  Résistante 20°, 25° et 
28°C 
Non Non 
V31.2 F83005.5  Sensible 20°, 25° et 
28°C 
Oui Non 
L321  Sensible 20°, 25° et 
28°C 
Oui Non 
DZA315.16  Sensible 20°, 25° et 
28°C 
Oui Non 
A17  Résistante 20°, 25° et 
28°C 
Non Non 
*Cinq gousses pour chaque accession avec 15 graines pour chaque accession. 
Ce tableau montre que Verticillium est capable de se transmettre au niveau de la spire pour les 
accessions de M. truncatula qui sont tolérantes ou sensibles à une souche donnée et non pas 











Chapitre 4 : Analyse de la réponse des mutants de nodulation infectés par deux 
souches de Verticillium à différentes températures (20°, 25° et 28°C) 
 
1- Analyse la réponse précoce à l’infection : Étude des symptômes de 
flétrissement et de la colonisation 
Pour étudier l’effet potentiel de la symbiose sur les réponses précoce et tardive à Verticillium, 
4 mutants de nodulation de M. truncatula dont skl et sunn (hypernodulants) avec hcl et nfp 
(hyponodulants) ont été infectés par Verticillium spp. à trois, différentes températures. 
1.1- Réponse vis-à-vis de la souche froide VA1. 
L’analyse de variance pour ces quatre mutants infectés par VA1 montre une interaction 
significative (Accession × Température × Infection) pour les deux variables (MSS= 0.004 et 
AUDPC= 0.008). Ces mutants sont plus résistants qu’A17 quelle que soit la température avec 
un MSS le plus élevé pour A17 est égale de 1.25 et d’AUDPC de 4 à 20°C. L’augmentation 
de la température a diminué l’agressivité de VA1 sur ces quatre mutants pour atteindre son 
agressivité la plus faible à 28°C (Tableau 19). 
Tableau 19 : Moyenne des 3 répétitions pour MSS et (AUDPC*1000) pour les quatre mutants infectés par 
VA1 à 20°, 25° et 28°C. 
 20°C   25°C   28°C 




































































 indiquer la comparaison moyenne pour les génotypes et les températures. 
 
A17 est plus sensible que ces mutants à 20°C. Une augmentation de la température à 25°C et 
28°C a diminué l’agressivité de VA1 sur A17. À ces deux températures 25° et 28°C, ces 
mutants ont réagi de même façon qu’A17.  
Le résultat de ré-isolement en fonction de la réponse précoce (MSS) pour les mutants de 
nodulation infectés par VA1 est représenté dans la (Figure 36). 
 Cette figure montre que les mutants de nodulation sont tous moins colonisés qu’A17 par VA1 
quelle que soit la température étudiée avec la colonisation maximale pour A17 à VA1 a été 





Figure 35 : Le pourcentage de colonisation de VA1 dans chaque mutant de M. truncatula en fonction du 
score de la maladie pour chaque mutant à 3 températures différentes. Axe vertical : pourcentage de la 
colonisation par VA1. Axe horizontal : MSS (Maximum scores symptoms). Chaque couleur représente une 
température. Chaque symbole= moyenne des 3 répétitions des 18 plantes. 
1.2- Réponse vis-à-vis de la souche tempérée V31.2. 
A17 et ses mutants sont tous résistants à V31.2 quelle que soit la température étudiée, avec un 
MSS et AUDPC maximal ne dépassant pas respectivement de 0.727 et 3 à 25°C (Tableau 20). 
L’analyse de variance pour ces mutants infectés par V31.2, montre un effet net pour la 
température et l’accession. Aucune interaction n’a pas trouvé entre (infection et accession 
ainsi que la température).  
Tableau 20 : Moyenne des 3 répétitions pour MSS et (AUDPC*1000) pour les quatre mutants infectés par 
V31.2 à 20°, 25° et 28°C. 
 20°C  25°C  28°C  Moyenne 
MSS AUDPC  MSS AUDPC  MSS AUDPC  MSS AUDPC 
A17 0.125 0.9  0.107 0.8  0.035 0.2  b b 
hcl 0.027 0.02  0.194 1  0.083 0.2  b b 
nfp 0.365 2  0.680 3  0.178 1  a a 
skl 0.023 0.02  0.727 1  0.083 0.3  b b 
sunn 0.143 2  0.391 2  0.178 0.6  a ab 
Moy.Temp b ab  a a  b b    
Les lettres 
a et b
 indiquer la comparaison de  moyenne pour  les génotypes et les températures. Moy. Temp= 







À 20°C, les deux mutants sunn (hypernodulant qu’A17) et nfp sont légèrement plus sensibles 
qu’A17 à V31.2. Skl est le deuxième mutant (hypernodulant qu’A17), ainsi que hcl, sont plus 
résistants qu’A17 à V31.2. 
Ces quatre mutants sont devenus plus sensibles qu’A17 à 25° et 28°C pour les deux variables 
étudiées MSS et AUDPC. L’agressivité maximale de V31.2 sur A17 et ses mutants est 
toujours à 25°C. Une augmentation de la température à 28°C, a diminué l’agressivité de 
V31.2 sur ces mutants par rapport à 25°C. Le résultat de ré-isolement a confirmé le résultat de 
la réponse précoce des symptômes de ces quatre mutants de nodulation infectés par V31.2 à 3 
températures différentes. A17 et ses mutants sont résistants à V31.2 avec le taux de 
colonisation maximal ne dépasse le 20% (Figure 37). Cette figure montre aussi que les quatre 
mutants sont plus colonisés qu’A17 quelle que soit la température étudiée. Le taux de 
colonisation le plus élevé a observé à 25°C, et le plus faible à 28°C. 
 
 
Figure 36 : Le pourcentage de colonisation de V31.2 dans chaque mutant de M. truncatula en fonction du 
score de la maladie pour chaque mutant à 3 températures différentes. Axe vertical : pourcentage de la 
colonisation par V31.2. Axe horizontal : MSS (Maximum scores symptoms). Chaque couleur représente une 
température. Chaque symbole= moyenne des 3 répétitions des 18 plantes. 
 
Enfin, la souche chaude AS38 ne colonise pas les mutants de nodulation quelle que soit la 
température étudiée. On suppose qu’AS38 colonise plus lentement que V31.2 les mutants de 









2- Analyse de la réponse tardive des mutants à l’infection par Verticillium : Étude 
des caractères de fitness 
Dans cette partie du travail, la fitness des quatre mutants de nodulation infectés par différentes 
souches de Verticillium à trois différentes températures a été étudiée en utilisant les 3 
caractères suivants : nombre et le poids de chaque gousse, ainsi que la biomasse aérienne. 
2.1- Effet de la souche froide VA1 sur la fitness.  
Pour ces 3 caractères, quelle que soit la condition (contrôle ou infectée) et la température 
étudiée, A17 et son mutant hypernodulant (sunn) sont les plus productifs (Tableau 21). 
Tableau 21: Effet des températures et VA1 sur la valeur de trois caractères pour chaque mutant. 
 20°C  25°C  28°C 
 NB.Gousses  P.Gousses(g)  B.A(g)  NB.Gousses  P.Gousses(g)  B.A(g)  NB.Gousses  P.Gousses(g)  B.A(g) 
C I  C I  C I  C I  C I  C I  C I  C I  C I 
A17 144a 99abcd  0.11a 0.01ab  17a 12ab  107abc 94abcd  0.12a 0.1ab  15ab 11ab  103abcd 113abc  0.09ab 0.12a  13ab 12ab 
hcl 30cd 63abcd  0.07ab 0.08ab  14ab 7ab  66abcd 58abcd  0.07ab 0.1ab  7ab 8ab  122abc 50abcd  0.09ab 0.08ab  13ab 9ab 
nfp 53abcd 65abcd  0.09ab 0.08ab  13ab 10ab  49abcd 57abcd  0.09ab 0.07ab  9ab 9ab  56abcd 46bcd  0.1ab 0.06ab  10ab 11ab 
skl 64abcd 101abcd  0.08ab 0.05ab  7ab 9ab  43bcd 67abcd  0.07ab 0.06ab  7ab 9ab  67abcd 9d  0.07ab 0.04b  10ab 3d 
sunn 116abc 110abc  0.1ab 0.09ab  12ab 11ab  94abcd 134ab  0.1ab 0.1ab  11ab 15ab  113abcd 97abcd  0.12a 0.12a  12ab 14ab 
NB= Nombre, P= Poids, B.A= Biomasse Aérienne. C= Contrôle, I= Infection. Valeur= moyenne de deux 







 indiquer la comparaison de  moyenne pour les génotypes et les températures. 
L’analyse de variance pour les nombres de gousses d’A17 et ses mutants infectés par VA1 
montre une interaction significative (Accession × Température × Condition) avec une 
probabilité de 0.02 (Tableau 22). 
Tableau 22 : Analyse de variance pour le nombre de gousses des mutants de nodulation infectées par VA1 
à 3 températures. 
 Df  SS         MS      F            Pvalue 
Température 2     4417       2209     1.151    0.319140 
Accession   4     96456    24114   12.569  8.34e-09 *** 
Condition 1     2             2            0.001    0.976962     
Température:Accession                       8     23305    2913     1.518    0.155570     
Température:Condition                       2     14363    7181     3.743    0.025999 *   
Accession:Condition                             4     10685    2671     1.392    0.239513     
Température:Accession:Condition    8     35718    4465     2.327    0.022206 *   
Residuals 145   278193    1919 
Signif. codes:   0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
 L’effet d’infection et la température sur les caractères de fitness varient en fonction du 
mutant de nodulation étudié. Cet effet a augmenté la productivité pour certains mutants et a 




L’infection par VA1 à 20°C a diminué significativement les nombres de gousses d’A17 de 
144 à 99 gousses. De même, VA1 à 28°C a diminué significativement les nombres de gousses 
pour le mutant skl de 67 gousses à 9 gousses (Tableau 21). Par contre, les résultats précédents 
ont montré l’agressivité d’VA1 a été observé seulement à 20°C.  
En condition contrôle, l’augmentation de la température a augmenté les nombres de gousses 
pour le mutant hcl avec une productivité maximale de hcl à 28°C. Tandis que, la température 
de 25°C a diminué significativement les nombres de gousses pour les deux mutants 
hypernodulants skl et sunn. Par contre, l’augmentation de la température n’a pas eu d’effet sur 
les nombres de gousses de nfp (Figure 38). 
 
 
Figure 37 : L'effet de VA1 et de trois températures sur le nombre de gousses chez A17 et ses mutants à 
trois températures. Axe vertical : le nombre de gousses pour chaque plante. Axe horizontal : les trois 
différentes températures. Chaque symbole= moyenne de deux répétitions dans trois blocs pour chaque 
répétitions.  
L’effet de la température trouvé sur le nombre des gousses n’est pas retrouvé sur le poids de 
chaque gousse. Une interaction significative (Accession × Infection) a été trouvée avec une 
probabilité de 0.03. L’infection par VA1 a diminué significativement le poids de chaque 










Figure 38 : L’effet de VA1 sur les poids de gousses chez A17 et ses mutants à trois températures. Axe 
vertical : le poids de chaque gousse pour chaque plante. Axe horizontal : les trois différentes températures. 
Chaque symbole= moyenne de deux répétitions dans trois blocs pour chaque répétitions. 
 
Enfin, le dernier caractère de la fitness a été la biomasse aérienne. L’analyse de variance 
montre une interaction significative (Accession × Condition) avec une probabilité de 0.002 
(Tableau 23).  
Tableau 23 : Analyse de variance pour la biomasse aérienne des mutants de nodulation infectées par VA1 
à 3 températures. 
 Df  SS         MS      F            Pvalue 
Température 2     51     25.6     1.064     0.34772     
Accession   4     667   166.8   6.946    3.82e-05 *** 
Condition 1     13     12.6      0.524    0.47038     
Température:Accession                       8     86     10.7      0.445    0.89202     
Température:Condition                       2     137   68.4     2.849     0.06113.     
Accession:Condition                             4     410   102.6   4.271     0.00269 ** 
Température:Accession:Condition    8     333   41.6     1.733     0.09554.   
Residuals 145   3483    24.0   
Signif. codes:   0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
 
L’infection par VA1 a diminué seulement la biomasse aérienne moyenne pour l’accession 








Figure 39 : L’effet de VA1 sur la biomasse aérienne chez A17 et ses mutants à trois températures. Axe 
vertical : la biomasse aérienne pour chaque plante. Axe horizontal : les trois différentes températures. Chaque 
symbole= moyenne de deux répétitions dans trois blocs pour chaque répétitions. 
 
2.2- Effet de la souche tempérée V31.2 sur la fitness. 
L’analyse de variance pour les 3 caractères (nombre et le poids de chaque gousse, ainsi la 
biomasse aérienne) de fitness pour A17 et ses mutants infectés par V31.2 montre le même 
résultat quel que soit le caractère étudié avec seulement un effet net des mutants sur ces 3 
caractères. 
A17 et son mutant sunn, sont les plus productives pour ces 3 caractères quelles que soit la 
condition et la température étudiée (Tableau 24). 
Tableau 24: Effet des températures et V31.2 sur la valeur de trois caractères pour chaque mutant. 
 20°C  25°C  28°C 
 NB.Gousses  P.Gousses(g)  B.A(g)  NB.Gousses  P.Gousses(g)  B.A(g)  NB.Gousses  P.Gousses(g)  B.A(g) 
C I  C I  C I  C I  C I  C I  C I  C I  C I 
A17 63abc 56abc  0.1a 0.08ab  10ab 7abc  56abc 47abc  0.1a 0.1a  6abc 5bc  71abc 58abc  0.1a 0.1a  11ab 10ab 
hcl 18bc 18bc  0.1a 0.07abc  4bc 4bc  20bc 18bc  0.06abc 0.05bc  3 3bc  30bc 31bc  0.08ab 0.1a  6abc 7abc 
nfp 20bc 4c  0.06abc 0.05bc  5bc 3bc  6c 2c  0.04bc 0.02c  6abc 3bc  50abc 3c  0.07abc 0.02c  8abc 7abc 
skl 27bc 28bc  0.04bc 0.05bc  4bc 2bc  36bc 18bc  0.08ab 0.06abc  3 1c  34bc 13bc  0.07abc 0.02c  4bc 2bc 
sunn 63abc 73ab  0.09ab 0.1a  7abc 7abc  53abc 59abc  0.1a 0.1a  6abc 6abc  90ab 118a  0.1a 0.1a  8abc 15a 
NB= Nombre, P= Poids, B.A= Biomasse Aérienne. C= Contrôle, I= Infection. Valeur= moyenne de deux 
répétitions dans trois blocs pour chaque répétitions pour deux répétitions indépendantes en deux années 






 indiquer la comparaison de moyenne pour les génotypes et les températures. 
Pour les nombres de gousses, l’analyse de variance montre un effet net du mutant avec une 
probabilité de 10
-14








Tableau 25 : Analyse de variance pour le nombre de gousses des mutants de nodulation infectées par 
V31.2 à 3 températures. 
 Df  SS         MS      F            Pvalue 
Température 2     4775      2388    2.986    0.0544. 
Accession   4     77614   19403  24.270   1.42e-14 *** 
Condition 1     859        859      1.075     0.3020     
Température:Accession                       8     5909      739      0.924     0.4996     
Température:Condition                       2     171        85        0.107     0.8989     
Accession:Condition                             4     3845     961       1.202     0.3137     
Température:Accession:Condition    8     2892     361       0.452     0.8870     
Residuals 115  91939  799 
Signif. codes:   0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
A17 et son mutant sunn (hypernodulant) ont réagi de la même façon, sont toujours les plus 
productives à ces 3 températures et significativement différents aux des autres mutants. Le 
deuxième mutant (hypernodulant) skl, a été moins productif qu’A17 et sunn, quelle que soit la 
condition et la température étudiée (Figure 41). 
 
 
Figure 40 : L'effet de V31.2 et de trois températures sur le nombre de gousses chez A17 et ses mutants. 
Axe vertical : le nombre de gousses pour chaque plante. Axe horizontal : les trois différentes températures. 
Chaque symbole= moyenne de deux répétitions dans trois blocs pour chaque répétitions. 
 
Le même résultat a été trouvé pour les nombres de gousses et le poids de chaque gousse pour 
ces quatre mutants de nodulation, avec le poids de chaque gousse le plus élevé a été trouvé 








Figure 41 : L'effet de V31.2 et de trois températures sur le poids de chaque gousse chez A17 et ses 
mutants. Axe vertical : le poids de chaque gousse pour chaque plante. Axe horizontal : les trois différentes 
températures. Chaque symbole= moyenne de deux répétitions dans trois blocs pour chaque répétitions. P <10
-11
 
pour les mutants. 
  
Aussi, comme il a été observé pour les deux caractères (nombre et le poids de chaque gousse), 
A17 et sunn sont les plus productives pour le troisième caractère de fitness, la biomasse 
aérienne avec un effet net du mutant de probabilité 10
-10
 (Tableau 26).  
Tableau 26 : Analyse de variance pour la biomasse aérienne des mutants de nodulation infectées par 
V31.2 à 3 températures. 
 Df  SS         MS      F            Pvalue 
Température 2   45.4     22.7     2.317    0.1031     
Accession   4   578.6   144.6  14.780  8.98e-10 *** 
Condition 1   36.3     36.3     3.710    0.0565.   
Température:Accession                       8   106.6   13.3    1.362    0.2207     
Température:Condition                       2   33.6     16.8    1.715    0.1845     
Accession:Condition                             4   55.9     14.0    1.429    0.2290     
Température:Accession:Condition    8   42.7     5.3      0.546    0.8198     
Residuals 115  1125.4     9.8 
Signif. codes:   0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
 
Ces deux, sont significativement différents des autres mutants quelles que soit la condition et 
la température étudiée, ainsi qu’A17 et sunn qui ont été cultivées à 28°C pour la réponse 








Figure 42 : L’effet de V31.2 sur la biomasse aérienne chez A17 et ses mutants à trois températures. Axe 
vertical : la biomasse aérienne pour chaque plante. Axe horizontal : les trois différentes températures. Chaque 
symbole= moyenne de deux répétitions dans trois blocs pour chaque répétitions. 
 
En résumé, A17 et son mutant sunn, sont les plus productifs pour les trois caractères de fitness 
quelles que soit la souche de Verticillium, et la température étudiée. 
 L’infection par V31.2 n’a pas eu d’effet sur les 3 caractères de fitness, par contre l’effet de 







Chapitre 5 : Analyse de la réponse des variétés de M. sativa infectées par trois 
souches de Verticillium à différentes températures (20°, 25° et 28°C) 
 
1- Analyse la réponse précoce à l’infection : Étude des symptômes de 
flétrissement  
Pour savoir si M. truncatula est une bonne plante modèle pour remplacer M. sativa dans 
l’étude de l’interaction (Légumineuse- Verticillium), trois variétés de M. sativa (Prunelle, 
Lifeuil et Magali) ont été infectées par les trois souches VA1, V31.2 et AS38 à 3 différentes 
températures pour étudier la réponse précoce des symptômes de ces variétés.  
1.1- Réponse vis-à-vis de la souche froide VA1. 
L’analyse de variance pour ces variétés infectées par VA1, montre une interaction 
significative (Variété × Température × Infection) avec une probabilité de 0.03. Le résultat 
montre que ces trois variétés sont résistantes à cette souche quelle que soit la température 
étudiée, avec un taux de mortalité maximale qui ne dépassant pas les 20%. Le taux de 
mortalité le plus élevé pour ces trois variétés de M. sativa a été observé à 20°C (Figure 44). 
 
Figure 43 : Taux de mortalité de trois variétés de M. sativa infectées par la souche VA1 de V. non-alfalfae 
à trois températures différentes. Chaque couleur représente une température. Axe vertical : trois variétés de M. 
sativa. Axe horizontal : pourcentage de mortalité (à partir de score 3 de MSS) de ces variétés. Chaque symbole= 






1.2- Réponse vis-à-vis de la souche tempérée V31.2. 
La souche tempérée V31.2 s’est montrée plus agressive que VA1 sur les trois variétés. 
L’analyse de variance montre une interaction significative (Variété × Température× Infection) 
avec une probabilité de 0.02. 
 La Figure 45, montre que la variété Magali est la plus sensible à V31.2 quelle que soit la 
température étudiée avec un taux de mortalité maximale de 80% à 25°C. Les deux autres 
variétés Lifeuil et Prunelle sont résistantes à V31.2. 
L’agressivité maximale de V31.2 sur ces trois variétés a été observée à 25°C. Une 
augmentation de la température à 28°C a diminué l’agressivité de V31.2 sur ces variétés. 
 
Figure 44 : Taux de mortalité de trois variétés de M. sativa infectées par la souche V31.2 de V. alfalfae à 
trois températures différentes. Chaque couleur représente une température. Axe vertical : trois variétés de M. 
sativa. Axe horizontal : pourcentage de mortalité (à partir de score 3 de MSS) de ces variétés. Chaque symbole= 
moyenne de 3 répétitions de 300 plantes. 
 
1.3- Réponse vis-à-vis de la souche chaude AS38. 
La souche chaude AS38 qui a été la plus agressive sur les sept accessions de M. truncatula, a 
montré une agressivité plus forte que VA1, mais moins forte que celle de la souche sauvage 






L’analyse de variance pour les trois variétés infectées par AS38 montre une interaction 
significative (Variété × Température× Infection) avec une probabilité de 0.03. 
Magali est la variété la plus sensible à AS38 quelle que soit la température étudiée avec un 
taux de mortalité maximale de 65% à 28°C. Les deux autres variétés Lifeuil et Prunelle sont 
résistantes à AS38 quelle que soit la température étudiée. 
Une mortalité maximale pour Magali et les deux variétés résistantes Lifeuil et Prunelle a été 
observée à une température entre 25°-28°C. Une faible température de 20°C a diminué 
l’agressivité d’AS38 sur ces trois variétés (Figure 46). 
 
 
Figure 45 : Taux de mortalité de trois variétés de M. sativa infectées par la souche AS38 de V. alfalfae à 
trois températures différentes. Chaque couleur représente une température. Axe vertical : trois variétés de M. 
sativa. Axe horizontal : pourcentage de mortalité (à partir de score 3 de MSS) de ces variétés. Chaque symbole= 
moyenne de 3 répétitions de 300 plantes. 
 
En comparaison sur les variétés de M. sativa, les résultats ont montré que la souche mutée 
AS38 est plus agressive que la souche sauvage V31.2 sur les variétés résistantes (Lifeuil et 
Prunelle) avec une mortalité maximale de 40% à AS38 et de 30% à V31.2 par contre, AS38 







1- Effet d’une augmentation de la température sur la fitness de Verticillium spp. 
La connaissance de l'impact des changements climatiques sur les agents pathogènes des 
plantes est un facteur clé pour adapter les techniques de la production agricole aux conditions 
locales. Un faible changement de la température peut protéger la productivité pour certaines 
espèces des plantes par diminution de l’inoculum du l’agent pathogène (Evans et al. 2009), 
tandis qu’un changement de la température plus fort peut provoquer l’invasion et 
l’établissement des nouveaux agents pathogènes causant des changements importants sur la 
production des plantes (Chakraborty 2005).  
Verticillium spp. est un champignon pathogène racinaire capable de s’adapter à une gamme de 
température rapportées allant de 15°C (Wang et al. 2013) jusqu’à 45°C (Morello et al. 2016). 
Les effets de l’augmentation de la température sur la fitness de 12 souches de Verticillium ont 
été étudiés. La fitness est la capacité d’un organisme à survivre et se reproduire (Crow 1987). 
La croissance, la sporulation ainsi que l’agressivité d’agent pathogène sur la plante hôte sont 
en général les trois caractères utilisés pour étudier la fitness d’agent pathogène (Pringle and 
Taylor 2002). Les deux caractères sporulation et la croissance ont été étudiés pour les 12 
souches de Verticillium à quatre températures différentes respectivement 20, 25, 28 et 30°C, 
par contre l’agressivité sur M. truncatula a été étudiée à trois températures différentes 20, 25, 
et 28°C. Ainsi, la température optimale pour la fitness des 12 souches de Verticillium dont on 
dispose a été déterminée : 20°C est la température optimale pour la souche de V. non-alfalfae 
(VA1), et 25°C pour la souche de V. alfalfae (V31.2), par contre pour la souche de V. dahliae 
la température optimale est variée en fonction du caractère de la fitness étudié, dont 28°C 
pour la croissance de Vdp5 et 20°-25°C pour la sporulation. Cette souche n’a montré aucune 
agressivité sur M. truncatula. 
L’augmentation de la température à 28°C a diminué la fitness de la souche VA1. Pour 
Fusarium pseudograminearum une température de 15°C a été la température optimale pour la 
production de déoxynivalénol, une augmentation de la température aux alentours de 25°-28°C 
a diminué la fitness de ce champignon (Sabburg et al. 2015). La température optimale pour la 
croissance de Verticillium spp. dépend d’une part, de la nature de l’espèce et la nature de la 
plante d’où elle a été isolée. Par exemple, la température optimale pour la croissance de V. 
dahliae isolée du coton est 30°C (Korolev et al. 2000; Calderón et al. 2014), et 24°C pour V. 
dahliae isolée de tomate (Soesanto and Termorshuizen 2001). La température optimale pour 




aux alentours de 20°-25°C est la température optimale pour la croissance de V. albo-atrum 
isolée de la luzerne (Barasubiye et al. 1994). D’autre part, l’origine géographique pourrait 
influencer la croissance des espèces fongiques. À titre d’exemple, la souche VA1 qui est 
d’origine Canadienne préfère une faible température (20°C dans cette thèse), par contre la 
souche Vdp5 qui est d’origine Israélienne préfère une haute température de 28°C, enfin les 
souches (V31.2, VA2, V200, etc…) qui sont d’origine de pays tempérés (France, Allemagne, 
Espagne) préfèrent une température tempérée pour leur croissance, mais il est difficile de 
séparer les effets de la géographie de ceux du climat. 
La croissance radiale et le taux de sporulation pour certaines souches de Verticillium spp. 
(V31.2, VA1, LPP0323, etc…) sont liés, ces résultats sont en accord avec les travaux de 
Howell and Erwin (1995) qui ont montré pour la souche V. albo-atrum que les deux 
caractères (croissance et taux de sporulation) sont toujours liés. Par contre pour la souche 
Vdp5, les deux caractères ne sont pas liés. 
Les deux caractères croissance et taux de sporulation de la souche V31.2 sont en accord avec 
d’autres travaux (Howell and Erwin 1995; Erwin and Howell 1998) qui ont mis en évidence 
que 25°C est la température optimale pour la croissance et la sporulation de la souche V. albo-
atrum (ancienne taxonomie) isolée de la luzerne. Une augmentation de la température à 30°C 
a diminué la croissance de cette souche de V. albo-atrum (Howell and Erwin 1995).  
Une interaction souche × génotype a été observée lorsque le caractère d’agressivité pour les 
12 souches de Verticillium sur M. truncatula a été étudié. Les 12 souches de Verticillium ont 
une faible agressivité sur les quatre accessions parentales de M. truncatula (A17, F83005.5, 
DZA315.16 et DZA45.5). Ce résultat semble logique car la plupart de ces souches sont des 
souches de V. dahliae. Ce genre de Verticillium est capable d’infecter le tournesol, le coton 
(Church and McCartney 1995; Fradin and Thomma 2006), la tomate (Dobinson et al. 1996), 
pomme de terre (Johnson and Dung 2010), etc… mais très peu la luzerne (Heale and Isaac 
1963). La seule souche qui est capable d’infecter les accessions de M. truncatula parmi ces 12 
souches, c’est la souche V31.2 extrait de la luzerne par J. Gondran ( INRA, Lusignan, France) 
(Molinéro-Demilly et al. 2006) et qui appartient à l’espèce de V. alfalfae (Inderbitzin et al. 
2011). Enfin, la transmission de Verticillium spp. par les gousses de M. truncatula a été 
étudiée comme le quatrième caractère de fitness pour les souches de Verticillium spp. 
Dans cette thèse M. truncatula a été montré comme un réservoir potentiel pour Verticillium 
spp. (Vallad et al. 2005). Le résultat du test de transmission de V. alfalfae (V31.2) et V. non-




(Christen 1981; Huang and Acharya 2003) des accessions tolérantes ou sensibles, plus 
précisément au niveau des spires des gousses et non pas au niveau des graines. Verticillium 
n’affecte pas la germination des graines de M. truncatula. Ce résultat a été confirmé par le test 
de germination avec un taux de germination est égal à 100% pour toutes les plantes quelle que 
soit la condition et la température étudiée. 
2- Effet de la température sur l’interaction Medicago-Verticillium 
Les sept accessions de M. truncatula ainsi que quatre mutants de nodulation dans le fond 
génétique A17 ont été infectées par différentes souches de Verticillium à trois températures 
différentes 20°, 25° et 28°C. Eastburn et al. (2011) ont étudié l’influence des changements 
climatiques sur l’interaction plante-agent pathogène citant des effets qui peuvent affecter les 
mécanismes de défense et l'expression de gènes chez la plante. Chaque paramètre de 
l’environnement peut affecter la biologie et la biochimie de la plante et de son agent 
pathogène ce qui influence l’interaction plante-agent pathogène (Newton et al. 2012). D’une 
manière générale, l’augmentation de la température et des concentrations de CO2 induisent 
une augmentation des maladies phytopathologies (Eastburn et al. 2011). À titre d’exemple, 
dans ce travail, l’augmentation de la température à 25°C et 28°C a augmenté la maladie des 
accessions de M. truncatula infectées respectivement par V31.2 et AS38. Par ailleurs, une 
augmentation de la température de (25° et 28°C) a diminué la maladie des accessions de M. 
truncatula infectées par VA1. 
Les plantes de M. truncatula ont été cultivées dans un substrat Jiffy et selon la température 
optimale de l’agressivité de la souche, les symptômes de flétrissement ont apparu. Après 10 
jours d’infection, les symptômes ont été apparus pour les plantes infectées par les deux 
souches sauvages VA1 et V31.2 qui ont montré une agressivité maximale respectivement à 
20°C et 25°C sur M. truncatula (Ben et al. 2013; Negahi et al. 2013), tandis que pour la 
souche mutée AS38.  
2.1- Effet de l’augmentation de la température sur l’interaction M. truncatula-
Verticillium spp. 
Une interaction environnement (Température) et génotype (Souche) (Figure 2, 4ieme cas) a 
été trouvée lorsque la réponse précoce des symptômes pour les sept accessions de M. 
truncatula infectées par les trois souches de Verticillium à différentes températures a été 
étudiée. 
À 20°C, les résultats obtenus pour l’interaction de M. truncatula avec V31.2 sont en accord 




truncatula (A17, DZA45.5, DZA315.16 et F83005.5) infectées par VA1 sont conformes avec 
ceux de Negahi et al. (2013) à 20°C. Enfin, le pathosystème (M. truncatula-AS38) a été testé 
pour la première fois dans cette thèse. Une variabilité génétique entre ces sept accessions a été 
trouvée à une réponse à Verticillium (Ben et al. 2013) avec des accessions sensibles, d’autres 
sont tolérantes et certaines d’autres sont résistantes. 
Selon Agrios (2004), la plante sensible est représentée par un taux de colonisation élevé avec 
beaucoup des symptômes, alors que la plante tolérante est représentée par un taux de 
colonisation élevé et des faibles symptômes. Une plante résistante a un taux faibles de 
colonisation et de symptômes. Dans cette thèse, le test de ré-isolement pour les plantes de M. 
truncatula infectées par Verticillium spp. a montré une corrélation forte entre les symptômes 
de flétrissement et la quantité d’agent  pathogène dans la plante. Selon Larsen et al. (2007), la 
quantité de V. alfalfae dans la plante est corrélée à la gravité de maladie de la plante. Mais ce 
n’est pas toujours le cas, le test de ré-isolement a montré des accessions tolérantes à faible 
symptômes, mais avec de quantité de Verticillium sont élevées au niveau de la plante (A17 et 
L321 à VA1, etc…).  
L’augmentation de la température a agi différemment sur l’agressivité de trois souches de 
Verticillium spp. (VA1, V31.2 et AS38) à M. truncatula. Une température supérieure de 20°C 
a diminué l’agressivité de VA1, ainsi qu’une température supérieure de 25°C a diminué 
l’agressivité de V31.2 et a augmenté l’agressivité d’AS38 sur M. truncatula. 
Certaines accessions (résistantes et tolérantes) ont montré une capacité à résister à 
Verticillium. Cette capacité de résistance pourrait dépendre, soit de la capacité de production 
des composées phénoliques potentiellement toxiques pour Verticillium (Pegg and Brady 2002; 
Toueni 2014), soit de la capacité de synthétiser de la lignine pour bloquer la colonisation 
(Hutson and Smith 1983; Waibel 2012). Pour les accessions sensibles, cette sensibilité 
pourrait être liée soit à leur faible taux de production de composé chimiques (composées 
phénoliques pour M. truncatula) et la lignine qui jouent un rôle dans la défense (Hahlbrock 
and Scheel 1989), soit à la capacité de Verticillium de produire des toxines qui sont capables 
d’inhiber les effets des composés chimiques secrétées par la plante comme par exemple la 
résistance qualitative (Gold and Robb 1995). 
Les sept accessions de M. truncatula sont résistantes à VA1, car DZA315.16 qui est 
partiellement résistante à 20°C ne meurt pas. Une augmentation de la température augmente 




25°C a augmenté la résistance de certaines variétés (WBR-2, WBR-7 etc…) à Puccinia 
recondita qui montraient une sensibilité à cette souche à 10°C (Newton et al. 2012). 
 Pour la souche VA1 d’origine Canadienne, il apparaît logique d’infecter uniquement à une 
faible température de 20°C (température optimale pour la fitness de cette souche) à laquelle sa 
capacité de produire ces toxines pourrait être maximale. En plus, VA1 est une souche de V. 
non-alfalfae (Inderbitzin and Subbarao 2014), ce genre de Verticillium ne semblent pas 
capables d’infecter la luzerne (Barbara and Clewes 2003). 
La luzerne (M. sativa)  est la plante hôte de V. alfalfae (Zhang et al. 2014). L’agressivité   de 
V. alfalfae V31.2 et AS38 sur M. truncatula est d’ailleurs plus forte que celle de V. non-
alfalfae (VA1). Une augmentation de la température jusqu’à 25°C a augmenté l’agressivité de 
V31.2, avec trois accessions qui sont sensibles DZA315.16, F83005.5 et L321. Cependant, 
une température de 28°C a diminué l’agressivité de V31.2 sur ces accessions. Cette 
agressivité de V31.2 est logique vue que la température optimale pour la sporulation et la 
croissance de V31.2 à 25°C (Howell and Erwin 1995; Erwin and Howell 1998). Cette souche 
pourrait être capable d’une synthétise maximale des toxines à cette température, des résultats 
préliminaires dans notre laboratoire montrent que V. alfalfae est capable de secréter des 
toxines. 
Certains auteurs (Jefferson and Gossen 2002) ont montré que la forte température peut 
favoriser la malade de verticilliose chez la luzerne, mais ce n’est pas le cas dans cette thèse,  
avec V31.2 où une forte température de 28°C a diminué la maladie de verticilliose de M. 
truncatula causée par V31.2. La même température de 28°C a diminué l’agressivité de V. 
dahliae sur l’olivier (Calderón et al. 2014). Pour les deux souches sauvages (VA1 et V31.2) 
l’effet de la température sur la croissance et la sporulation pourrait être le même sur la 
capacité de ces deux souches à secréter leur toxines in planta qui est représentée comme de 
symptômes de flétrissement. Cette hypothèse est en accord avec les travaux de (Hassikou et 
al. 2003) pour le pathosystème Curvularia lunata-Riz. 
La maladie de verticilliose de la luzerne a augmenté avec l’augmentation de la température 
pour atteindre sa valeur maximale à 28°C pour les plantes infectées par la souche V. alfalfae 
mutée AS38. AS38 est une souche capable d’infecter à une haute température (+3°C que la 
température optimale) et qui est plus agressive que les souches sauvages (VA1 et V31.2) sur 
M. truncatula. Les mutations a l’origine de cette agressivité accrue sont inconnues à l’heure 




croissance augmente l’agressivité de Pythium aphanidermatum sur la betterave et de 
Pymatotrichum omnivorum sur le coton (Pinter et al. 1979).  
Au-delà d’une adaptation aux températures élevées pour la pathogenèse, la souche mutée 
AS38 a aussi montré une modification de sa spécificité. L’accession L198 résistante à V31.2 
est devenue sensible à AS38. 
Le changement de la température modife la réponse des accessions vis à vis de l’agent 
pathogène. Les deux accessions A17 et L321 sont résistantes à VA1 à 25° et à 28°C, mais à 
20°C elles sont colonisées par le champignon et sont donc devenues tolérantes. De même, 
l’accession DZA45.5 est résistante à AS38 à 25°C, mais à 20° et à 28°C est colonisée par le 
champignon est devenue tolérante. Ces plantes tolérantes font le futur problème écologique 
parce qu’elles deviennent un réservoir pour l’agent pathogène et sont capables à faciliter la 
transmission du champignon. Ces résultats de l’interaction entre M. truncatula et Verticillium 
spp. suggèrent que l'agressivité et la virulence des souches pourrait augmenter en fonction de 
la température. 
2.2- Effet de l’augmentation de la température sur l’interaction de mutants de 
nodulation avec Verticillium spp. 
Les quatre mutants de nodulation skl, sunn, nfp et hcl ont été infectés par les trois souches de 
Verticillium. Ces quatre mutants dans le fond génétique A17 (Schnabel et al. 2005; Penmetsa 
et al. 2008; Ben et al. 2013; Guinel 2015), sont divisés en 2 groupes selon leur taux des 
nodulation. Le premier groupe contient les deux mutants skl et sunn qui sont hypernodulants 
(Schnabel et al. 2005; Prayitno 2006; Schnabel et al. 2010), et le deuxième groupe contient les 
deux autres mutants nfp et hcl qui sont hyponodulants qu’A17 (Catoira et al. 2001; Prayitno 
2006; Ben et al. 2013). 
À 20°C ces mutants ont montré un taux de résistance élevé à V31.2, comme déjà décrit par 
Ben et al. (2013). Généralement, quelle que soit la température et la souche étudiée, ces 
mutants ont montré un niveau de résistance très élevé. Essalmani and Lahlou (2003) ont 
montré que Rhizobium leguminosarum protège les plantes de lentille contre l’agent pathogène 
Fusarium oxysporum. La protection par R. leguminosarum est due à une action directe sur 
l’agent pathogène, par la sécrétion de substances inhibitrices de la croissance mycélienne et 
de la germination des conidies (Essalmani and Lahlou 2002) et une autre que serait le résultat 
d’une action indirecte qui est due à une induction de la résistance des plantes. Les mutants de 
Rhizobium meliloti RCR2011 sont  incapables de synthétiser les facteurs de nodulation 




des nodules indéterminés (Janczarek 2011). Les mutants deviennent capables de stimuler la 
synthèse des composés phénoliques au niveau des pseudonodules des plantes d’alfalfa 
(Niehaus et al. 1993). On supposé donc, S. meliloti RCR2011 protège les mutants de 
nodulation (skl, sunn, nfp et hcl) contre l’agent pathogène racinaire Verticillium. 
3- Effets du stress sur la fitness de la plante 
Les scénarios climatiques révèlent que les conditions climatiques futures pourraient avantager 
certaines cultures, mais en désavantager d’autres (DesJarlais and Ouranos 2004; Evans et al. 
2009). Une augmentation de la température dans une région donnée pourrait accroître le 
potentiel agronomique d’une culture en induisant une longue saison de croissance (tels le maïs 
et le soja). À l’opposé, des cultures bien adaptées aux conditions plus fraîches telles les petites 
céréales (blé, orge, etc...), pourraient être désavantagées (DesJarlais and Ouranos 2004).  
3.1- Effets du stress biotique (Verticillium) et abiotique (température) sur la fitness de 
sept accessions de M. truncatula. 
Après 6 mois de croissance dans la serre, les mois Août de 2013 et Mai de 2014 ont été les 
périodes pour récolter respectivement (répétition 1 et 2) les plantes de M. truncatula infectées 
par V31.2 à trois températures différentes. Juin de 2015 a été le mois de la récolte pour les 
deux répétitions des plantes de M. truncatula infectées par VA1 à 20°, 25°, et 28°C.  
La productivité moyenne des plantes (contrôle et infectées) est toujours supérieure pour les 
plantes de la manipulation de VA1 par rapport à la manipulation de V31.2. Selon les données 
de météofrance la température moyenne pendant les deux répétitions biologiques de fitness 
pour les plantes de M. truncatula infectées par V31.2 entre la période de février jusqu’à août 
2013 et de décembre 2013 jusqu’à mai 2014 a été 15.2°C, par contre la température moyenne 
a été 12.4°C pendant la période de croissance dans la serre (de janvier jusqu’à juin 2015) pour 
les plantes de M. truncatula infectées par VA1. Il a été décrit qu’une augmentation de la 
température moyenne entre 2°-4°C diminue la productivité du blé (Triticum aestivum L) 
(Wheeler et al. 2000). Un effet similaire aurait pu se produire chez M. truncatula. De plus, 
durant ces 4 répétitions biologiques pour la fitness des plantes de M. truncatula infectées par 
VA1 et V31.2, la serre a été légèrement contaminée par l’oïdium, donc on suppose que l’effet 
de l’oïdium sur les plantes de M. truncatula infectées par V31.2 a été plus sévère que celui sur 




Généralement une plante capable d’adapter sa réponse phénotypique à un stress 
environnemental est capable de maintenir sa fitness (Goh et al. 2013). Les accessions de M. 
truncatula ont été réparties en 3 groupes d’après leur réponse à Verticillium à trois 
températures différentes : sensible, tolérante et résistante.  
Une variabilité de la productivité entre les sept accessions de M. truncatula infectées par VA1 
et V31.2 à trois températures différentes a été trouvée lorsque les trois caractères de la fitness 
(nombre, poids de chaque gousse, et  la biomasse aérienne des plantes) ont été étudiés.  
Chez les plantes non infectées, on observe un effet de la température sur le nombre de gousse 
et la biomasse aérienne. Cependant, les expériences ont été réalisées dans différentes années 
(souches VA1 vs V31.2) et ont montré des différences pour la condition ‘contrôle’. Ceci est 
très certainement dû à des conditions en serre qui peuvent être  variables d’une année à 
l’autre, par la température et aussi par la présence des agents pathogènes et l’application des 
traitements (par exemple oïdium). On peut donc seulement comparer contrôle et infecté au 
sein d’une expérience portant sur même souche. 
La souche de V. alfalfae V31.2 qui est plus agressive que la souche V. non-alfalfae VA1 
affecte fortement la fitness des accessions sensibles à toutes les températures, et à moindre 
dégrée chez les accessions résistantes. Pour les accessions infectées par VA1, une interaction 
température et génotype a été trouvée (Figure 2, 4ieme cas). Une augmentation de 3° à 5°C de 
la température a diminué le nombre de gousses et la biomasse aérienne moyenne pour les sept 
accessions de M. truncatula en condition contrôle. Ce qui suggère que l’augmentation de 
température pourrait diminuer la fitness pour les accessions de M. truncatula qui sont des 
origines géographiques différentes. Une telle augmentation de la température a fait dépasser la 
température de la croissance optimale chez le blé (Mahan 1995) ce qui  a diminué de 7% à 
19% le nombre de graines chez cette espèce (Wheeler et al. 2000). Une interaction entre la 
température et la souche VA1 a diminué significativement le nombre de gousse et la biomasse 
aérienne pour les deux accessions A17 et DZA45.5 tolérantes à VA1 à 20°C, et la biomasse 
aérienne pour l’accession L198 qui est résistante à VA1 quelle que soit la température. Le test 
de ré-isolement à 20°C pour les accessions A17, DZA45.5 et L198 a montré la présence de 
VA1 dans les tiges de ces accessions avec de pourcentage respectivement de 70%, 30% et 
10%. On pourrait dire que les accessions A17, DZA45.5, L198 ont réagi comme une plante 
sensible qu’elle utilise leur énergie de métabolismes secondaires pour les  mécanismes de la 
défense et non pas pour la croissance et reproduction (Blanchard and Limache 2005) et que la 




L’effet précoce de la température (Figure 2, 1ére cas) a été observé sur le poids de chaque 
gousse seulement pour les deux accessions Algériennes (DZA315.16 et DZA45.5) à haute 
température de 25° et 28°C respectivement en condition contrôle, avec aucun effet de la 
souche VA1 sur ce caractère. La question se pose, est-ce que y-a-t-il un effet de l’origine 
géographique (pays chaud) sur le caractère les poids de chaque gousse pour ces deux 
accessions à haute température ? 
Le résultat des analyses de variance pour les sept accessions de M. truncatula infectées par 
V31.2 en étudiant les trois caractères de fitness est toujours le même : V31.2 affecte la 
productivité des accessions sensibles, avec un effet génotype significatif. 
L’infection aux températures de 20° et 25°C, où la souche V31.2 est agressive, fait  diminuer 
les trois caractères de fitness (nombre et le poids de chaque gousse, ainsi la biomasse 
aérienne) chez les trois accessions F83005.5, DZA315.16 et L321 sensibles à V31.2 qui sont 
les plus productives en condition contrôle (Tableau 13), donc on suppose que l’effet de la 
maladie a diminué la fitness chez ces trois accessions. Aussi, V31.2 a diminué le nombre des 
gousses l’accession résistante L198, ce qui montre que V31.2 a manifesté tardivement son 
agressivité sur cette accession. À 28°C, température où V31.2 n’infecte plus, les effets restent 
similaires chez les accessions sensibles et s’estompent chez les accessions résistantes. Les 
plantes dépensent beaucoup de leurs énergies pour le mécanisme de la production (Boyer 
1982). On suppose donc, l’effet de la maladie causée par V31.2 pour les accessions sensibles 
a diminué la fitness de ces accessions. Par contre, quelle que soit les conditions (absence ou 
présence de V31.2), les accessions résistantes utilisent ses énergies pour le coût de la 
résistance. 
Pour expliquer cette variation de la fitness entre les  groupes d’accessions résistantes et 
sensibles, on peut proposer plusieurs hypothèses. Les accessions résistantes  inhiberaient 
rapidement la colonisation par V31.2 comme il a été montré chez A17 (Toueni 2014). Le 
champignon n’est donc pas présent pour longtemps et n’a pas effet sur la productivité de ces 
accessions. Il est aussi possible que l’interaction positive entre Rhizobium RCR2011 et les 
accessions résistantes est plus fort que chez les sensibles. Il a été décrit que Rhizobium 
RCR2011 a stimulé la croissance des plantes et la protection des plantes contre les maladies 




Pour l’accession L198, V31.2 a diminué seulement le nombre des gousses sans affecter la 
biomasse aérienne, contrairement à Amokrane et al. (non publié) qui montre que la 
corrélation entre le nombre des gousses et la biomasse aérienne est toujours positive. 
3.2- Effets du stress biotique (Verticillium) et abiotique (température) sur la fitness des 
mutants de nodulation de M. truncatula. 
L’effet de l’augmentation de la température sur la fitness de quatre mutants de nodulation skl 
et sunn (hypernodulants) avec hcl et nfp (hyponodulants) en réponse aux deux souches VA1 
et V31.2 a été étudié pour la première fois au cours ce travail. 
L’analyse de variance pour ces quatre mutants montre un effet significatif pour la souche 
VA1 sur les trois caractères de fitness, tandis que V31.2 n’a aucun effet sur ces caractères. 
Comme on a discuté que ces mutants sont tous résistants à ces deux souches quelle que soit la 
température étudiée, la présence de l’effet de VA1 et l’absence pour V31.2 dépend de la 
réponse de l’accession A17. On rappelle que l’accession A17 leur fond génétique d’origine, 
est tolérante à VA1 (à 20°C) et résistante à V31.2.  
Une variation de la productivité pour ces quatre mutants de nodulation infectés par les deux 
souches VA1 et V31.2 a été trouvée. Pour les mutants hypernodulants, le résultat montre que 
seul le mutant sunn a la même productivité qu’A17 quelle que soit la condition (contrôle ou 
infectée) et la température étudiée, alors que le mutant skl a une productivité plus faible. Ce 
résultat est inattendu, car ces deux mutants sont hypernodulants. La différence de la 
productivité entre skl et sunn dépend peut être de la nature de la nodulation. Le type de 
nodulation pour ces deux mutants est (nod++fix+/-), mais le type de la fixation n’a pas été 
encore identifié (Pislariu et al. 2012). On suppose donc que sunn est plus efficience que skl. 
Les mutants nfp et hcl (hyponodulants) ont montré une productivité plus faible qu’A17 quelle 
que soit la souche (VA1 ou V31.2) et la température étudiée. Le résultat du mutant hcl infecté 
par VA1 a montré que l’augmentation de la température a augmenté sa productivité en 
condition contrôle, contrairement aux accessions naturelles, qui diminuent leur productivité 
pendant l’augmentation de la température en condition contrôle. Cette augmentation de la 
température a diminué la productivité chez le blé (Triticum aestivum L) (Wheeler et al. 2000). 
L’augmentation de la productivité du mutant hcl à haute température en condition contrôle, 




température. L’augmentation de la température de 3° à 5°C a augmenté la productivité du soja 





Conclusion et Perspectives 
Jusqu’à nos jours, une stratégie simple pour augmenter la résistance de la plante face aux 
agents pathogènes durant les changements climatiques n’est pas encore connue (Newton et al. 
2012). 
L’objectif de cette thèse est d’étudier l’effet de l’augmentation de la température sur les 
symptômes de maladie et sur la fitness de plantes légumineuse du genre Medicago infectées 
par un agent pathogène racinaire Verticillium spp.  
Le genre de Verticillium contient 10 espèces phytopathogènes (Inderbitzin et al. 2011). 
Verticillium est un agent pathogène pour plusieurs plantes hôtes (luzerne, tomate, olivier…), 
capable de survivre dans le sol plusieurs années et d’infecter la plante par une blessure 
racinaire pour bloquer le xylème de la plante (Heale 1985) au final. L’inefficacité des produits 
chimiques pour contrôler ce genre d’agent pathogène (Inderbitzin and Subbarao 2014) conduit 
à une perte de milliards de dollars chaque année (Pegg and Brady 2002). La transformation de 
plantes sensibles de Medicago sp. en des plantes résistantes pourrait être la méthode la plus 
efficace pour diminuer la perte agricole en luzerne causée par Verticillium. Les plantes 
résistantes de Medicago sp. seraient capables d’éliminer Verticillium pendant l’infection. 
Pendant ce travail, l’effet de l’augmentation de la température sur la fitness des 12 souches de 
Verticillium a été étudié pour identifier trois souches différentes, ayant chacune une 
température optimale pour sa croissance, sporulation et son agressivité sur M. truncatula. Par 
contre, nous n’avons pas réussi à faire la caractérisation moléculaire par PCR de ces 12 
souches de Verticillium. 
Sur quatre accessions parentales (A17, DZA315.16, F83005.5 et DZA45.5) de M. truncatula, 
la souche de V. alfalfae (V31.2) a présenté une forte agressivité (mesurée par le flétrissement) 
sur deux accessions (F83005.5 et DZA315.16), par contre les autres souches ont induit 
seulement un faible flétrissement, non-mortel, sur les accessions de M. truncatula. 
L’augmentation de la température a montré un effet sur la fitness de Verticillium (estimée par 
la croissance et le taux de sporulation) et celle de M. truncatula (estimée par le nombre et le 
poids de chaque gousse ainsi la biomasse aérienne). Par cette analyse de l’effet de la 
température sur la fitness du agent pathogène, deux différentes souches ; VA1 (souche froide) 
et V31.2 (souche tempérée) ont été identifiées. Les sept accessions de M. truncatula (voir 
Tableau 2) et les quatre mutants de nodulation (voir Tableau 3) ont été infectés par ces 




plantes ont été inoculées par Sinorhizobium meliloti RCR2011 huit jours avant d’être 
infectées par Verticillium spp. 
L’effet de la température n’a pas été le même sur les deux souches étudiées dans cette thèse. 
La haute température (25° et 28°C dans cette thèse) a inhibé totalement l’agressivité de la 
souche VA1 (V. non-alfalfae) sur les plantes de M. truncatula. VA1 est une souche 
Canadienne, isolée de la pomme de terre (Inderbitzin and Subbarao 2014). La question se 
pose, est-ce que l’effet de la température est lié à l’espèce hôte ou à l’origine géographique ? 
Quelle serait la réponse des accessions de M. truncatula à une souche de V. non-alfalfae de 
régions plus chaudes, et éventuellement provenant d’autres plantes hôtes ? Une 
expérimentation de l’interaction entre M. truncatula et une souche de V. non-alfalfae d’un 
pays plus chaud que Canada ou isolée d’autre plantes nous donnera des informations plus 
précises sur l’effet de l’augmentation de la température sur l’interaction M. truncatula et V. 
non-alfalfae. 
Contrairement à VA1, l’augmentation de la température de 20°C à 25°C montre une 
augmentation de l’agressivité de V31.2 (V. alfalfae) sur les plantes de M. truncatula. Par 
contre une température de 28°C a diminué l’agressivité de V31.2 sur M. truncatula. Une 
question se pose, est-ce que la température de 25°C est la température optimale pour toute les 
souches de V. alfalfae ou uniquement pour notre souche utilisée ? Le choix de souches de V. 
alfalfae était limité dans cette thèse. En particulier, l’origine des souches chaudes a été limitée 
à deux pays chauds (Israël et Espagne). Bien que ces deux pays soient chauds, aucune souche 
n’a été identifiée comme une souche chaude capable d’infecter à haute température (28°C 
dans cette thèse). Une prospection dans d’autres pays plus chauds pourrait-elle nous fournir 
des souches de V. alfalfae capable d’infecter à haute température ? Mais avant de faire une 
nouvelle prospection dans un endroit plus chaud, on pose la question : est-ce que V. alfalfae 
est capable à survivre à une haute température ? Erwin et al. (1988), nous a donné une réponse 
affirmative à cette question, en ayant identifié des isolats de V. alfalfae (anciennement appelé 
V. albo-atrum souche ‘luzerne’) dans le désert de Mojave (la température est 45°C), mais 
cette souche n’existe plus (communication personnelle de Laurent Gentzbittel avec Erwin). 
L’irradiation par les rayons UV a été la méthode utilisée dans cette thèse pour isoler une 
souche de V. alfalfae capable d’infecter à une haute température (28°C dans cette thèse). 
L’irradiation par les UV pourrait naturellement faire apparaître des nouvelles souches surtout 
en changement climatique (par exemple le trou dans la couche d’ozone augmentera le 




nouvelles souches mutées concernant leur agressivité et leur spectre d’hôte aux plantes.  
Après plusieurs cycles de mutation à UV pour la souche V31.2 sauvage (voir Figure 14), 
plusieurs souches mutantes qui sont capables d’infecter Medicago sp. à 28°C ont été isolées. 
L’effet de l’augmentation de la température est le même sur la fitness (la croissance et le taux 
de la sporulation) d’agent pathogène sauvage (V31.2) et les souches mutantes avec 25°C est 
la température optimale. Cependant les souches mutantes sont plus agressives que V31.2 
sauvage sur Medicago sp. quelle que soit la température étudiée. Après deux ans de travail sur 
la manipulation de mutagénèse, la souche mutante AS38 considérée comme une souche 
'chaude', qui est agressive à 28°C, a été isolée. Les mutations induites par les UV sont pour 
l’instant inconnues, car aucune analyse moléculaire n’a été faite pour AS38 à ce jour. Cette 
souche mutée a montré une agressivité plus élevée et de spectre d’hôte plus élargi que les 
souches sauvages (VA1 et V31.2) sur les plantes de M. truncatula. 
La présence du champignon dans les tissus végétaux a été évaluée par la quantification 
moléculaire de l’ADN fongique (qPCR), et le ré-isolement à partir des tissus aériens. Une 
forte corrélation entre ces deux tests a été trouvée. 
Le test par qPCR est plus précoce (10 jours après infection à l’apparition du premier 
symptôme chez l’accession sensible) et non –destructive et pourrait bien être utilisé pour le 
criblage lors de la sélection. Pour certaines accessions, il est difficile de déterminer la nature 
de la réponse de l’accession à 10 jours d’infection, parce que pour certaines accessions 
sensibles on note l’apparition des premières symptômes à 15 jours d’infection. Donc le test de 
qPCR nous permettra d’identifier la nature de l’accession par rapport à une souche, même 
avant apparition les symptômes de la maladie. Ceci pourrait faciliter la sélection plus précoce 
des accessions résistantes afin d’éventuellement les introduire dans des programmes de 
sélection de plantes fourragères. Le test de ré-isolement est plus tardif (30 jours après 
infection) et destructive, ce test pourrait confirmer les résultats de la réponse précoce des 
symptômes de la plante à un agent pathogène. Il nous a aussi permis d’identifier la différence 
entre des accessions résistantes et tolérantes qui  montrent le même niveau de symptôme à 
l’agent pathogène mais présentent des taux de colonisation différents. Ce test nous a montré 
l’effet de l’augmentation de la température sur l’agressivité de Verticillium spp. à M. 
truncatula in planta, avec certaines accessions de M. truncatula qui ont changé leur réponse 
résistante vers tolérante et d’autre à sensible à Verticillium spp. 
Pour la partie d’adaptabilité de Verticillium spp. au changement climatique, on a montré que 




qu’une température de 28°C a diminué la fitness de ces deux souches. On a observé aussi que 
la mutation de V. alfalfae  par UV et l’isolement à 28°C, nous a permis obtenir une souche 
AS38 agressive à 28°C. L’adaptation de V. alfalfae  à haute température a été déjà observée, 
au champ, en Californie à 45°C. Comme une perspective pour cette partie, on peut se 
demander  quelles sont les effets d’une souche de V. alfalfae mais cette fois-ci mutée par UV 
et isolée à 20°C sur la réponse précoce (symptômes) et tardive (fitness) de M. truncatula? La 
comparaison des deux  réponses de M. truncatula (précoce et fitness) avec trois différentes 
souches de V. alfalfae (issues d’un même fond génétique) dont une agressive à 20°C, une à 
25°C et la troisième à 28°C permettrait de faciliter la compréhension de l’effet de 
l’augmentation de la température sur les réponses de M. truncatula à V. alfalfae , afin de 
sélectionner des accessions résistantes à V. alfalfae quelle que soit la température étudiée.  
La comparaison, par séquençage génomique de plusieurs dizaines de mutants différents 
adaptés à 28°C permettrait d’identifier des zones candidates au contrôle de l’agressivité. De 
même, en recherchant systématiquement les modifications de virulence, et en menant une 
analyse comparative, il pourrait être possible également d’identifier des zones contrôlant cette 
fonction. 
L’effet de l’augmentation de la température sur la réponse des symptômes des accessions 
naturelles et des mutants de nodulation de M. truncatula a été retrouvé sur la fitness de ces 
plantes infectées par la souche de V. non-alfalfae (VA1) à trois températures 20°, 25° et 28°C. 
Par contre cet effet de la température n’est pas retrouvé sur la fitness de ces plantes infectées 
par V. alfalfae (V31.2) à différentes températures. On peut donc conclure, lorsque la souche 
est plus agressive sur les plantes de M. truncatula, l’effet de la température sur la fitness de 
ces plantes est devenu moins net. 
Pour les plantes de M. truncatula non infectées par Verticillium, l’augmentation de la 
température de 3°-5°C a diminué la productivité générale pour les accessions naturelles, 
tandis que l’augmentation de la température de 3°-5°C (dans cette thèse de 25°- 28°C) a 
augmenté la productivité générale pour les mutants de nodulation. A ce titre, Goh et al. (2013) 
ont montré que l’augmentation de la température de 3°-5°C favorise l’infectivité et 
l’efficience du S. meliloti. Mais dans cette thèse, on ne sait pas si S. meliloti RCR2011 est la 
souche qui protège le mieux M. truncatula contre V31.2, et on ne connaît pas la température 




L’effet de la souche de Verticillium sur la fitness de M. truncatula peut changer selon le 
génotype de la plante hôte. L’effet de V. non-alfalfae (VA1) sur la fitness des accessions 
naturelles est faible et n’a pas été détecté dans ces expérimentations. Contrairement à VA1, V. 
alfalfae (V31.2) a diminué significativement la productivité des accessions naturelles 
sensibles à cette souche. L’effet des  deux souches VA1 et V31.2 sur la fitness de mutants de 
nodulation est inexistant quelle que soit la température étudiée.  
Dans cette thèse, on décrit pour la première fois, l’effet de l’augmentation de la température 
sur la fitness de quatre mutants de nodulation (skl, sunn, nfp et hcl) infectés par les souches de 
Verticillium spp. . On n’a pas trouvé de corrélation positive entre la capacité de nodulation et 
l’augmentation de la fitness ; ainsi le mutant sunn (hypernodulant) est plus productif que le 
mutant skl (hypernodulant aussi) quelle que soit la souche (VA1 ou V31.2) et la condition 
(contrôle et infectée) étudiée. Le manque de bibliographie concernant la productivité de ces 
mutants en condition contrôle et pendant un stress (biotique et abiotique), et les types de 
nodulation qui n’ont pas été encore identifiés pour ces mutants, ont été des limites qui ne m’a 
pas permis de bien évaluer et discuter la différence de la productivité entre ces mutants. 
Ni la température, ni la souche (VA1 ou V31.2) a un effet sur la survie des graines, avec un 
taux de germination de 100% pour toutes les graines de M. truncatula quelle que soit la 
température et la condition (contrôle et infectée) et la souche (VA1 et V31.2) étudiée. Ce qui 
montre que la plante est capable de maintenir certains processus physiologiques dans des 
conditions de stress biotique et abiotique pour produire des graines viables. On a montré aussi 
que Verticillium spp. capable de se transmettre par les spires des gousses de M. truncatula, et 
non pas au niveau des graines, donc il est évidement de transporter seulement les graines de 
M. truncatula et non pas toutes les gousses pour éviter de transporter Verticillium spp. d’un 
pays à un autre. 
Enfin, une corrélation positive entre la réponse précoce à la maladie de M. truncatula et de M. 
sativa infectées par les deux souches sauvages VA1 et V31.2 à différentes températures a été 
trouvée. La souche de V. alfalfae est plus agressive que V. non-alfalfae sur les deux espèces 
de Medicago sp. 
M. truncatula est une plante modèle pour étudier l’effet de Verticillium spp. lors de 
l’augmentation de la température sur la maladie et la productivité. Les connaissances obtenues 
avec cette plante pourront ensuite servir à l’amélioration de la luzerne. La souche de V. 




à la maladie et productive de M. truncatula pendant l’augmentation de la température. Les 
différences qui existent parfois entre réponse précoce et fitness finale questionnent sur 
l’intérêt des analyses précoces chez les légumineuses. Nous avons démontré également que V. 
alfalfae est capable de s’adapter à des températures plus élevées. Cette adaptation de la 
souche (AS38) augmente son agressivité sur les plantes de M. truncatula. À terme, une 
meilleure compréhension des modifications des patrons de résistance en fonction des 
interactions hôte-agent pathogène-symbionte et des conditions environnementales, permettra 
d'anticiper les effets du changement climatique sur les agro-éco-systèmes. En particulier, 
l’effet de l’augmentation de la concentration en CO2 sur les interactions plantes- agents 
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